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Nogueira, MNM. Caracterização da ação modulatória de citocinas inflamatórias 

pelo óleo de Melaleuca alternifolia e seus componentes (terpinen-4ol e 

alfa-terpineol) em macrófagos humanos ativados lipopolissacarídeos de 

Porphyromonas gingivalis e Escherichia coli [tese doutorado]. Arararquara: 

Faculdade de Odontologia da UNESP;2013. 

 

RESUMO 

O óleo de Melaleuca alternifolia (TTO) tem propriedades antimicrobianas e somado 

a isso, sugere-se que apresente características anti-inflamatórias. Este estudo 

investigou o potencial do TTO e seus componentes (terpinen-4-ol e alfa-terpineol) 

em modular citocinas e os mecanismos intracelulares participantes desta ação. 

Células monocíticas (U937) foram diferenciados em macrófagos com 40ng/mL de 

12-miristato 13-acetato de forbol. A citotoxicidade dos óleos foi determinada com o 

ensaio de redução de Metil-tetrazolium (MTT). A habilidade em modular a produção 

das citocinas após o estímulo com LPS de Porphyromonas gingivalis (agonista de 

TLR2) e Escherichia coli (agonista de TLR4), foi estabelecida por meio de ensaios 

ELISA. Os efeitos dos compostos testados, na ativação de vias de sinalização 

intracelular, foram avaliados por western blot. As concentrações selecionadas pelo 

MTT foram: 0,015% e 0,004% para o TTO, 0,059% e 0,0073% para o terpinen-4-ol e 

0,0064% e 0,0007% para alfa-terpineol. A influência do TTO na produção de 

citocinas foi mais marcante após estímulo de TLR4, com diminuição de IL-1β, IL-6 e 

IL-10. O terpinen-4-ol reduziu a produção de INF-γ, IL-1β, IL-6, IL-4, IL-10 e IL-17 

após ativação tanto TLR4 quanto TLR2. O alfa-terpienol atua após ativação de TLR2 

e 4 inibindo a produção de IL-1β, IL-6 e IL-10. Nenhuma das vias analisadas (NF-kB, 

ERK, p38 MAP-Kinase) sofreram interferência dos óleos. O TTO tem ação 
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modulatória inibindo produção de citocinas inflamatórias e o terpinen-4-ol é o seu 

maior componente ativo, entretanto este mecanismo não ocorre via inibição de 

NF-kB, ERK e p38 MAP-Kinase. 

Palavras-chave: Óleo de Melaleuca, macrófagos, citocinas, inflamação.
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Nogueira, MNM. Characterization of modulatory action of inflammatory 

cytokines by Melaleuca alternifolia oil and its components (terpinen-4ol and 

alpha-terpineol) in human macrophages activated lipopolysaccharide of 

Porphyromonas gingivalis and Escherichia coli [PhD thesis]. Arararquara: 

School of Dentistry, UNESP, 2013. 

 

ABSTRACT 

The oil of Melaleuca alternifolia (TTO) has antimicrobial properties, coupled with this, 

it is suggested that it also has antiinflammatory characteristics. This study 

investigated the potential of TTO and its components (terpinen-4-ol and alpha-

terpineol) and cytokines in modulating the intracellular mechanisms that participate in 

this action. Monocytic cells (U937) were differentiated into macrophages with 

40ng/mL 12-myristate 13-acetate phorbol. The olil cytotoxicity was determined with 

the reduction assay Methyl-tetrazolium (MTT). The ability to modulate cytokine 

production after stimulation with LPS of Porphyromonasgingivalis (TLR2 agonist) and 

Escherichia coli (TLR4 agonist), was established by ELISA assays. The effects of the 

tested compounds, the activation of intracellular signaling pathways were evaluated 

by western blot. The concentrations selected by the MTT were 0.015% and 0.004% 

for the TTO, 0.059% and 0.0073% to terpinen-4-ol and 0.0064% and 0.0007% for 

alpha-terpineol. The influence of TTO in cytokine production was more marked after 

TLR4 stimulation, with decreased IL-1β, IL-6 and IL-10. The terpinen-4-ol reduced 

the production of INF-γ, IL-1β, IL-6, IL-4, IL-10 and IL-17 activation after both TLR4 

as TLR2. The alpha-terpienol acts upon activation of TLR2 and four inhibiting the 

production of IL-1β, IL-6 and IL-10. None of the analyzed pathways (NF-kB, ERK, 

p38 MAP-Kinase) suffered interference oils. The TTO has modulatory action by 
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inhibiting the production of inflammatory cytokines and terpinen-4-ol is your greatest 

asset component however, this mechanism does not occur via inhibition of NF-kB, 

ERK and p38 MAP-kinase. 

Keywords: Tea Tree Oil, macrophages, cytokines, inflammation.
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INTRODUÇÃO 

O uso de extratos vegetais e compostos fitoquímicos vem ganhando força na 

medicina, sendo que uma grande porcentagem das novas moléculas descobertas, 

com vistas à sua introdução na indústria farmacêutica, provém de constituintes de 

plantas e/ou derivados semi-sintéticos. Estudos com produtos de origem natural 

apresentaram resultados entusiasmantes sobre os patógenos bucais, no controle da 

resposta inflamatória mostrando que, estes agentes fitoterápicos podem ser veículos 

de prevenção e controle de doenças bucais infecciosas1, 2, 20, 26, 54.  

A Melaleuca alternifolia é uma planta nativa da Austrália da família Myrtaceae. 

Conhecido como tea tree oil (TTO) a sua forma de uso é o óleo essencial que é 

obtido por destilação a vapor das folhas. O óleo de Melaleuca alternifolia é formado 

por uma mistura de aproximadamente 100 compostos, dentre eles os 

sesquiterpenos e monoterpenos, sendo este último predominante. Os principais 

monoterpenos são: o terpinen-4-ol, 1,8-cineol e o terpinoleno19, 22, 45, 68. 

Para ser designado como TTO o óleo deverá conter no mínimo 30% de 

terpinen-4-ol, podendo este valor chegar até 40% o que confere a característica de 

ser este o principal componente do TTO. Por se tratar de uma planta a composição 

do óleo pode variar de acordo com forma de extração e a região geográfica onde foi 

obtido, por isso a ISO 4730 determinou o padrão de concentração dos componentes 

conhecidos (Tabela 1)19, 22, 45, 68. 
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Tabela 1- Principais componentes do óleo de Melaleuca alternifolia e as proporções. 

Carson et al., (2006)*. 

 
Componente 

 
Composição (%) 

ISO 4730 a Composição 
típica 

Terpinen-4-ol ≥30 b 40,1 
γ-Terpineno 10-28 23,0 
α-Terpineno 5-13 10,4 
1,8-Cineole ≤15 c 5,1 
Terpinoleno 1,5-5 3,1 
ρ-Cymene 0,5-12 2,9 
α-Pinene 1-6 2,6 
α-Terpineol 1,5-8 2,4 

Aromadendrene Mínimo-7 1,5 
δ-Cadinene Mínimo-8 1,3 
Limoneno 0,5-4 1,0 
Sabineno Mínimo-3,5 0,2 
Globulol Mínimo-3 0,2 

Viridiflorol Mínimo-1,5 0,1 
a ISO 4730, Organização Internacional para Padronização.  
b Nenhum limite superior está definido, embora 48% sejam propostos.  
c  Nenhum limite inferior está definido. 
*Fonte: Carson CF, Hammer KA, Riley TV. Melaleuca alternifolia (Tea Tree) 
Oil: a Review of Antimicrobial and Other Medicinal Properties. Clin Microbiol 
Rev. 2006; 19(1): 50-62. 

 
 

O TTO tem capacidade de penetrar na pele, mas em pequena quantidade, 

cerca de 2% na sua forma pura e 4% em solução. Esta característica provavelmente 

é atribuída à maioria dos componentes do óleo que tem baixo poder de penetração. 

Entretanto, o terpinen-4-ol e o alfa-terpineol têm boa capacidade de adentrar nas 

membranas epidérmicas e também são um dos componentes solúveis mais 

estudados do TTO23. 

O TTO tem propriedades antibacteriana52, 80, antifúngica20, 59, 73, antiviral56, 

anticancerosa38 e anti-inflamatória40. Devido a esta ampla atividade, o TTO se 

destaca para fins medicinais como no controle de infecções e inflamações na pele, 

queimaduras, picadas de inseto, gel para espinhas e cremes vaginais. Em 
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Odontologia o seu uso ainda não é muito difundido e tal escassez pode ser devido a 

pouca informação sobre o TTO  e sua ação nas doenças bucais. Entretanto, o TTO 

pode ser encontrado em dentifrícios e em soluções para bochecho19, 22. 

A base molecular dos efeitos anti-inflamatórios do TTO é pouco conhecida, 

mas acredita-se que se dá pela diminuição de citocinas inflamatórias e de 

superóxido. TTO age sobre linfócitos e monócitos interferindo na capacidade de 

secreção de citocinas isto é, enquanto decresce a produção de interleucina 2 (IL-2)  

aumenta a de interleucina 4 (IL-4) e de IL-10, citocinas pré e anti-inflamatórias 

respectivamente18. O TTO reduz a produção de espécies reativas de oxigênio 

(importante no processo de digestão de microrganismos fagocitados) e a atividade 

de cicloxigenase (classicamente relacionada com inflamação). A capacidade do TTO 

em estimular quimiotaxia de leucócitos revelou ser ineficiente18. A atividade anti-

inflamatória do TTO sobre inibição da adesão dos neutrófilos é fraca nas 

concentrações de 0,016% a 0,033%1. Visto que para os neutrófilos não há ação do 

TTO, sugere-se que o mecanismo de ação do óleo seja seletivo regulando a função 

dos monócitos durante a inflamação1.  

O componente mais abundante do TTO, o terpinen-4-ol é capaz de reprimir 

em 40 a 50% da produção de citocinas como interleucina-1 beta (IL-1β), fator de 

necrose tumoral-alfa (TNF-α), interleucina-10 (IL-10) e prostaglandina E2 (PGE2), 

quando monócitos do sangue periférico de humano são estimulados por 

lipopolissacarídeos (LPS) de E. coli 40.  

Já o mecanismo de ação do alfa-terpineol não interfere na produção de 

citocinas, apesar de suprimir a produção de superóxido11. 

Em estudo realizado com humanos o terpinen-4-ol e alfa-terpineol foram 

aplicados na pele de voluntários 20 minutos antes da injeção intradérmica de 
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histamina. A pápula formada foi medida com paquímetro a cada 10 minutos durante 

60 minutos. O mesmo experimento foi repetido em ratos Sprague-Dawley e os 

achados dos experimentos foram semelhantes para humanos e ratos. O terpinen-4-

ol demonstrou efeito inibitório da resposta inflamatória, principalmente por diminuir a 

vasodilatação e o extravasamento de plasma. Para o alfa-terpineol foram 

encontradas propriedades anestésicas47. 

No âmbito da odontologia, estudos que analisaram os efeitos do TTO 

obtiveram resultados interessantes com ação deste sobre o biofilme dentário e na 

redução do índice gengival e índice de sangramento papilar70. A periodontite crônica 

é uma doença multifatorial que resulta na diminuição ou alteração dos tecidos de 

proteção e sustentação dos órgãos dentários e sua patogênese  envolve fatores 

microbianos, resposta imunológica e inflamatória do hospedeiro. Ainda, estes fatores 

podem ser modulados por condições locais, ambientais e genéticas37, 48. Apesar de 

existirem estudos que sustentem a hipótese de que o TTO possui ação anti-

inflamatória por meio da redução de citocinas e de espécies reativas do oxigênio, 

seu mecanismo de ação ainda não está bem compreendido40.  

Na periodontite crônica, assim como em outros processos patológicos 

inflamatórios crônicos, as células do hospedeiro irão detectar a presença dos 

periodontopatógenos e reagir às novas condições, na tentativa de eliminar o agente 

causal. Por outro lado, as bactérias patogênicas poderão evadir-se da resposta 

inflamatória/imunológica do hospedeiro com o objetivo de sobreviver no micro 

ambiente por meio de inibição ou ativação de vias de sinalização da célula 

eucarionte28. 

De fato, a primeira linha de defesa do organismo frente à invasão microbiana 

consiste de uma resposta inata que depende, muitas vezes, da ativação de 
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receptores presentes na superfície das células epiteliais, os chamados receptor de 

reconhecimento padrão (pattern-recognition receptors - PPR). Tais receptores 

reconhecem principalmente LPS, lipoproteínas e ácidos lipoteicóicos, chamados de 

padrão molecular associados aos patógenos ou microrganismos (pathogen-

associated molecular patterns – PAMP)4, 31. 

Os receptores Toll-like (TLR) são um tipo de PRR, proteínas de superfície e 

intracelular expressas em células do sistema de defesa inato e adaptativo que foram 

numerados em 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 e 114, 31. Os TLR4 são expressos em uma 

grande variedade de células, mais predominantemente células do sistema 

imunológico como os macrófagos.  

Estudos in vitro têm demonstrado expressão de TLR1, TLR2 e TLR6 em 

variados tipos celulares como as células epiteliais gengivais primárias. Embora 

apenas TLR2 e TLR4 tenham sido relatados em tecido gengival, na saliva e no 

plasma de pacientes com doença periodontal, tal diferença na expressão de TLR2 e 

TLR4  sugere que suas quantificações possam ser utilizadas no diagnóstico das 

doenças periodontais5, 14. 

De fato, são identificadas correlações positivas, quando parâmetros clínicos 

como índice de placa, sangramento à sondagem e profundidade de sondagem são 

cruzados com a expressividade de TLR2 e TLR483.  

A ativação dos TLRs através da interação receptor ligante é um evento crítico 

no desencadeamento da resposta imune que, resulta na tentativa de eliminação do 

patógeno pelas células do sistema imunológico, as quais liberam de uma série de 

citocinas, peptídeos antimicrobianos e quimiocinas28.  

P. gingivalis está intimamente envolvido na etiologia da periodontite. O LPS 

presente em sua membrana tem demonstrado grande capacidade de estimular 
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células do sistema inato como os monócitos, propiciando a sua quimiotaxia para os 

sítios de infecção, com aumento da diferenciação em macrófagos7, 9. 

Este tipo de LPS interage com receptores TLR2 e TLR444. Após a ativação de 

TLR2 ocorrerá a ligação a duas proteínas adaptadoras: o fator 88 de diferenciação 

mielóide (Myeloid differentiation factor 88 -MyD88) e o  domínio TIR contendo a 

proteína adaptadora/MyD88 (TIR-domain containing adapter protein/Myd88 adapter-

like - TIRAP/MAL). No caso de TLR4 o processo de ativação envolve quatro 

proteínas, sendo duas semelhantes a do TLR2, um adaptador contendo o dominio 

TIR induzindo Interferon-beta (TIR-domain containing adapter inducing INF-β - TRIF) 

e uma molécula adaptadora relacionada ao TRIF (TRIF-related adapter molecule - 

TRAM) (Figura 1)44, 69, 74.  

A via de MyD88, uma vez ativada, recruta o fator 6 associado ao receptor de 

TNF citoplasmático (TNF receptor associated factor 6 - TRAF6) e subsequentemente 

ativa o fator transformador de crescimento, cinase ativada por TGF-β (TGF-β-

activated protein kinase 1 - TAK1) do I kappa beta quinase  (inhibithor of NF-kB 

kinase - IKK). Classicamente, o fator de transcrição nuclear kB (Nuclear factor kappa 

B- NF-kB) é mantido latente no citosol ligada a IKK . A ativação de TLRs induz a 

degradação de IKK  e de parte da proteína NF-kB (ubiquinização) pelo proteossomo 

26S. Como consequência, NF-kB ativado é então translocado para o núcleo e se liga 

ao elemento responsivo ao NF-kB no DNA, regulando os promotores de várias 

citocinas inflamatórias como TNF-α, IL-1 , IL-6, IL-8, IL-10 e PGE2. O NF-kB ativado 

presente no núcleo será inativado por IKK . No núcleo, o aumento da expressão do 

gene produtor de IKK  e, consequentemente, sua proteína, inativa a ação de NF-kB 

no DNA (Figura 1)69, 74. 
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Também é importante descrever que a ativação de TAK1, que ocorre após o 

estímulo de TLRs, também é capaz de ativar MAP-Kinases que regulam o fator de 

transcrição AP-1 através de TRAF6/Tak, e com isso desencadeiam a síntese de 

citocinas inflamatórias (Figura 1)69, 74. 

 

Figura 1- O receptor TLR4 e a via MyD88 dependente. MyD88 ativa TRAF6, bem 

como os fatores de transcrição NF-kB e AP-1. Estes fatores de transcrição induzem 

expressão de genes de citocinas pró-inflamatórias. Figura adaptada de Lu, Yeh, 

Ohashi., (2008)*. 

 

 

*Fonte: Lu YC, Yeh WC, Ohashi OS. LPS/TLR4 signal transduction pathway. Cytokine. 
2008; 42(2): 145-151. 
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Durante a doença periodontal ocorre a ativação de células como monócitos e 

linfócitos com produção de diferentes citocinas como TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8 e IL-17, 

as quais estão relacionadas com o processo destrutivo dos tecidos periodontais. Um 

indicativo de atividade de doença está no aumento destas citocinas no fluido 

gengival37, 48, 71.  

Adicionalmente,  nesses eventos inflamatórios outras células também são 

ativadas como macrófagos, células epiteliais, endoteliais e fibroblastos, que irão 

produzir citocinas que medeiam a resposta imune e inflamatória e entre elas estão a 

IL-1025, 30, 60, 67. 

Sendo assim, a regulação da produção de algumas citocinas poderia reduzir a 

reação inflamatória e como consequência modular negativamente a progressão da 

doença periodontal24, 34, 58. Entretanto, métodos de modulação da resposta do 

hospedeiro por inibição da produção de citocinas por longos períodos e que não 

causem danos sistêmicos aos humanos, proporcionando  segurança e eficácia, 

ainda precisam ser encontrados34. 

Desse modo, para ser efetivo, o tratamento periodontal deve estar centrado 

na redução microbiana e no controle da resposta imunológica e/ou inflamatória do 

hospedeiro, visando modular o binômio formação/destruição dos tecidos de 

sustentação do órgão dentário, permitindo a estagnação da destruição dos tecidos 

periodontais35, 37. 

Classicamente, a terapia de redução bacteriana por controle mecânico do 

biofilme dentário tem demonstrado eficácia e ainda é mais indicada na prática 

clínica. Contudo existem casos em que esta abordagem não é suficiente, exigindo 

complementações à terapia tradicional, e é nesse momento que a terapia do 

controle químico do biofilme dentário, assim como a modulação da resposta do 
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hospedeiro podem ser adotadas. A terapia de modulação da resposta do hospedeiro 

tem como proposição diminuir a reação inflamatória crônica, suas citocinas pró-

inflamatórias e, consequentemente, suprimir a destruição dos tecidos periodontais35, 

37. 

O TTO tem demonstrado capacidade de supressão da produção de citocinas 

pró-inflamatórias associada ao aumento nas citocinas anti-inflamatórias. Desse 

modo, este trabalho tem como objetivo analisar, in vitro, a capacidade modulatória 

do TTO e alguns de seus componentes sobre citocinas inflamatórias e estudar os 

mecanismos desta atividade. Para tanto, foram realizados estudos que avaliaram a 

capacidade de modulação de citocinas e que quantificaram a expressão dos genes 

envolvidos nas vias de sinalização desse processo, bem como a produção de suas 

citocinas, por meio do estímulo de macrófagos humanos por LPS de P. gingivalis e 

de E. coli. 
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PROPOSIÇÃO 

Com base nas informações apresentadas temos as seguintes hipóteses: 

1 O óleo de Melaleuca alternifolia exerce efeito modulador na produção de 

citocinas por macrófagos após estímulo de TLR. 

2 A atividade modulatória  dos óleos sobre as citocinas se dá pela regulação do 

NF-kB, ERK e p38 MAP-Kinases. 

3 O efeito modulador do óleo de Melaleuca alternifolia estaria relacionado a um de 

seus componentes principais. 

Levando em consideração as hipóteses descritas este trabalho tem como 

proposição: 

1 Analisar o efeito do TTO e de seus componentes terpinen-4-ol e alfa-terpineol 

na expressão de citocinas pró-inflamatórias como  TNF-α, IL-1β, IL-6 e anti-

inflamatórias como IL-10, em cultura celular tipo macrófagos derivados de 

monócitos, estimuladas por LPS de P. gingivalis e E. coli (capítulo 1). 

2 Verificar o efeito do TTO e de seus componentes terpinen-4-ol e alfa-terpineol 

sobre a produção de citocinas pró-inflamatórias como INF- , IL-12, IL-17 e 

anti-inflamatórias como IL-4 em cultura celular tipo macrófagos derivados de 

monócitos. A ativação das células foi feita utilizando LPS de P. gingivalis e E. 

coli (capítulo 2). 

3 Verificar se a modulação de citocinas anti-inflamatórias dos óleos se dá por 

inibição das via de sinalização NF-kB, ERK ou p38 MAP-Kinase (capítulos 1 e 

2).
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CAPÍTULO 1  

 

“Melaleuca alternifolia e seus componentes, terpinen-4-ol e alfa-terpineol inibem a 

produção de IL-1β, IL-6 e IL-10  em macrófagos derivados de monócitos (U937) 

ativados por LPS de Escherichia coli e Porphyromonas gingivalis” 

 

* Artigo seguiu as normas do periódico Infection and Immunity. 
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RESUMO 

A atividade antimicrobiana do óleo de Melaleuca alternifolia (TTO) está bem 

estabelecida, entretanto, os mecanismos de modulação de citocinas pró-

inflamatórias e anti-inflamatórias ainda não estão claros. No presente estudo foram 

investigadas, in vitro, a capacidade do TTO e seus componentes (terpinen-4-ol e 

alfa-terpineol) na modulação do  fator de necrose tumoral- alfa (TNF-α), interleucina-

1 beta (IL-1β), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-10 (IL-10), citocinas envolvidas na 

resposta imune. Também foram investigadas possíveis vias de sinalização em que 

esta modulação de citocinas poderia atuar. Monócitos U937 foram diferenciados em 

macrófagos com PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate) e estimulados com 

Lipopolisacarídeos (LPS) de Escherichia coli e Porphyromonas gingivalis. Para 

determinar a interferência na produção de citocinas foi utilizado o teste ELISA. A 

investigação das vias de sinalização foi por western blot, utilizando anticorpos para 

Nuclear Factor kappa B (NF-kB), Extracellular signal-regulated kinases (ERK) e p38 

mitogen-activated protein kinases (p38 MAP-Kinase). O TTO e seus componentes 

não tiveram ação sobre a produção de TNF-α entretanto, todos foram efetivos em 

diminuir a quantidade de IL-1β, IL-6 e IL-10. Todavia nenhuma das vias investigadas 

influenciou neste resultado. Dessa forma, podemos concluir que o TTO, o terpinen-

4-ol e o alfa-terpineol podem suprimir a produção de mediadores inflamatórios em 

macrófagos humanos ativados, contudo a inibição não ocorre via NF-kB, ERK ou 

p38 MAP-Kinase. 

Palavras-chave: Óleo de Melaleuca, macrófagos, citocinas, inflamação 
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INTRODUÇÃO  

Melaleuca alternifolia é uma planta nativa da Austrália, a destilação a vapor 

das folhas, produz um óleo conhecido por tea tree oil (TTO). O TTO é formado por 

uma mistura de aproximadamente 100 compostos, dentre eles os sesquiterpenos e 

monoterpenos, sendo este último predominante. Os principais monoterpenos são: o 

terpinen-4-ol, 1,8-cineol e o terpinoleno (1, 2, 3, 4).  

O óleo de Melaleuca alternifolia tem propriedades antimicrobianas (5, 6, 7, 8), 

anticancerosa (9) e anti-inflamatória (10). O mecanismo de ação anti-inflamatório se 

dá pela supressão da produção de superóxido e de mediadores inflamatórios TNF-α, 

IL-1β, interleucina-8 (IL-8) e prostaglandina E2 (PGE2 ) em monócitos humanos. 

Também se dá pela redução em até 50% da produção de IL-8 em células epiteliais 

orais, além de diminuir a formação de edema durante a inflamação em experimento 

em humano (10, 11, 12, 13).  

Devido ao amplo espectro de atuação, o TTO vem sendo utilizado na 

medicina para o controle de infecções e inflamações na pele, queimaduras, picadas 

de inseto, gel para espinhas, cremes vaginais e para a pele (1, 2). 

No processo inflamatório, a resposta imune inata envolve o reconhecimento 

de componentes microbianos (LPS, lipoproteínas e ácidos lipotecóicos) por 

receptores presentes na membrana das células. Os Receptores Toll-like (TLR) 

reconhecem estes patógenos. Após a ativação dos TLR, uma cascata de 

sinalizações celulares são estimuladas levando a ativação de fatores de transcrição, 

com consequente produção de citocinas inflamatórias (14, 15, 16). 

O aumento dos níveis de citocinas pró-inflamatórias está relacionado a 

patogênese da doença periodontal, responsável por uma das principais causas da 

perda dentária. Esta resposta inflamatória pode ser deletéria aos tecidos de proteção 
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e sustentação do dente, é descrita como desencadeada, fundamentalmente, por 

microrganismos patogênicos que podem estimular uma resposta imune destrutiva 

(17, 18, 19).  

Os TLR2 e TLR4 estão envolvidos no reconhecimento de 

periodontopatógenos como Aggregatibacter actimomicetencomitans, 

Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia (16, 20). Pacientes com periodontite 

crônica apresentam maior expressão de TLR2 e TRL4 na saliva e no plasma e estes 

receptores têm sido indicados como uma possibilidade no diagnóstico das doenças 

periodontais (21). 

A ativação dos TLRs através da interação receptor ligante desencadeia uma 

série de eventos na tentativa de eliminar o patógeno por meio da liberação de uma 

série de citocinas, peptídeos, antimicrobianos e quimiocinas (22). Especificamente 

em relação às citocinas, a ativação da via de NF-kB demonstra grande importância 

(19). 

Portanto, estratégias que visem inibir a ativação do NF-kB tem potencial para 

mediar o processo de desenvolvimento da doença periodontal, sendo assim, o 

bloqueio dos dímeros do fator de transcrição, bloqueio da degradação do  I kappa 

alfa quinase  (inhibithor of NF- B kinase - IKK ) ou a inibição do IKK, podem ser 

uma opção de terapêutica importante. Principalmente quando associadas aos 

procedimentos terapêuticos consagrados como a raspagem e alisamento radicular e 

o controle periódico do biofilme dentário. Notadamente nos casos em que a 

terapêutica convencional não for efetiva (19, 22). 

O TTO tem demonstrado capacidade de supressão da produção de citocinas 

inflamatórias, indicando ser uma boa opção no tratamento periodontal via modulação 

da resposta do hospedeiro. Desse modo, o objetivo deste trabalho foi verificar, in 
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vitro, a capacidade do TTO e alguns de seus componentes em modular a produção 

de citocinas inflamatórias e estudar os mecanismos desta atividade. Para tanto, 

avaliamos a produção das citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-1β e IL-6 e anti-

inflamatória, IL-10, assim como as vias de sinalização envolvidas nesse processo. 

 

MATERIAL E MÉTODOS  

 
1 Óleo de Melaleuca e seus componentes 

 
A composição do óleo Melaleuca alternifolia (Sigma-Aldrich St Louis, MO, 

USA) pode variar de acordo com a forma de extração e a região geográfica onde foi 

obtido. A cromatografia gasosa do óleo constatou que o TTO estava dentro das 

especificações da ISO 4730 e o cálculo das concentrações relativas dos 

componentes demonstrou que o terpinen-4-ol foi 47,66% e o alfa-tepineol 5,13%. Os 

componentes terpinen-4-ol e alfa-terpineol foram obtidos individualmente (Sigma-

Aldrich St Louis, MO, USA). 

 
 
2 Cultura de monócitos e diferenciação em células aderentes tipo macrófagos 

Os monócitos U937 foram adquiridos no banco de células da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro (CRRJ: CR016), mantidos em meio de cultura RPMI-1640 

(GIBCO - Life Technologies) com 10% de soro fetal bovino inativado (GIBCO - Life 

Technologies) e 1% penicilina-estreptomicina (GIBCO - Life Technologies), em 

atmosfera com 5% de CO2  a 37°C. As células foram semeadas na concentração de 

25 x 104 céls/mL em garrafas de cultivo celular de 182cm2, com meio trocado três 

vezes por semana.   

Para induzir a diferenciação dos monócitos em células aderentes tipo 

macrófagos foi utilizado PMA (12-miristato 13-acetato de forbol (Phorbol 12-
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myristate 13-acetate-Sigma-Aldrich St Louis, MO, USA) (24). Células com viabilidade 

acima de 92% (Azul de Tripan 0,4% - GIBCO - Life Technologies) foram utilizadas 

para diferenciação. Os monócitos (1,0 x 106 céls/mL) foram semeados em placas e 

incubados por 24h com 40ng/mL de PMA. Em seguida o meio foi aspirado e os 

poços lavados duas vezes com PBS, para remoção do PMA. Um novo meio foi 

adicionado (RPMI) com 10% de soro fetal bovino e mantidos por mais 24h e 

somente então os experimentos foram iniciados. 

 

3 Concentrações e tipos de lipopolissacarídeos utilizados  

Para estimular a resposta inflamatória nas células, foram utilizados LPS de P. 

gingivalis 1μg/mL (Invivogen – San Diego, CA, USA) uma vez que este 

microrganismo está intimamente relacionado com a etiologia da doença periodontal. 

Em virtude da interação do LPS de P. gingivalis com os receptores Toll Like 

Receptor 2 (TLR2) e Toll Like Receptor 4 (TLR4) também utilizamos LPS de 

Escherichia coli (1μg/mL / Invivogen – San Diego, CA, USA), considerado como 

ativador específico de TLR4.  Assim teríamos um estímulo exclusivo de TLR4 (LPS 

de E. coli) e outro de TLR2/TLR4, mais potente para TLR2 (LPS de P. gingivalis) 

(25). 

 

4 Toxicidade do óleo de Melaleuca e seus componentes (Ensaio do MTT). 

Os monócitos foram diferenciados em macrófagos (protocolo já descrito - item 

2) em placas de microtitulação de 24 poços. Foi preparada uma solução estoque de 

cada óleo (TTO 0,25%; terpinen-4-ol 0,238% e alfa-terpineol 0,0064% (vol:vol), com 

RPMI-1640, com 1% de soro fetal bovino inativado sem penicilina- estreptomicina. 
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Em todos os óleos foram acrescidos 0,4% Dimethyl sulfoxide – DMSO (Sigma-

Aldrich St Louis, MO, USA) como agente solubilizante (11). 

Esta solução estoque foi diluída nas concentrações finais utilizadas nos poços 

contendo as células. As concentrações finais foram: TTO 0,125%, 0,062%, 0,031%, 

0,015%, 0,008% e 0,004%, terpinen-4-ol 0,119%, 0,059%, 0,029%, 0,014% e 

0,0073% e alfa-terpineol 0,0031%, 0,015% e 0,0007% valores obtidos pela 

cromatografia. As células foram então cultivadas neste meio de cultura contendo as 

diferentes concentrações de óleo por 24h. 

Após o período de 24h, cada poço foi lavado com solução salina fosfatada 

tamponada (PBS) e adicionado RPMI-1640 sem soro fetal bovino acrescido de 

0,5mg/mL do sal de MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium 

bromide - Sigma-Aldrich St Louis, MO, USA), sendo posteriormente incubadas por 

4h  a 37°C. A seguir a solução de MTT foi substituída por 300μL de isopropanol 

acidificado  (HCl 5mM) para a solubilização dos cristais de formazan. A absorbância 

foi registrada por espectrofotômetro para placas (BIO-RAD, modelo 3550-UV, 

microplate reader Hercules, Califórnia, EUA) com comprimento de onda 550 nm. 

 

5 Efeito do TTO, terpinen-4-ol na produção de citocinas por macrófago 

estimulados por LPS. 

Os monócitos foram diferenciados em macrófagos nas mesmas condições 

descritas anteriormente e semeados em placas de microtitulação de 12 poços. 

Finalizado o protocolo de diferenciação, as células foram lavadas duas vezes com 

solução PBS e o meio substituído por outro contendo a maior e menor concentração 

não citotóxica do óleo e de seus componentes, determinadas previamente no teste 

do MTT.  O preparo das soluções seguiu o mesmo protocolo adotado no teste de 
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MTT. Após a adição dos óleos aguardou-se 2h (26) e somente depois as células 

foram estimuladas com os LPSs por 24h (37oC, 5% CO2), segundo os seguintes 

grupos experimentais (Figura 1).  

 

a. Célula sem estímulo (controle negativo); 

b. Células com DMSO 0,4% (controle negativo-veículo); 

c. Mesmo volume dos óleos sem LPS (controle negativo-tratamento); 

d. LPS de P. gingivalis (controle positivo-estímulo);  

e. LPS de E. coli (controle positivo-estímulo); 

f. Óleos com LPSs (grupos experimentais - tratamento) 

 

Este estudo buscou avaliar se o TTO e seus dois componentes teriam ação 

na inibição da produção de citocinas inflamatórias.  

Um segundo grupo experimental foi elaborado com inibidores de três vias de 

sinalização celular: NF-κB, ERK1/2 e p38 MAP-Kinases (respectivamente: Bay11-

7082 (10 μM); PD98059 (10 μM); SB203580 (10 μM) - Invivogen - San Diego, CA 

USA). Todos os inibidores foram adicionados previamente (40 minutos) ao estímulo 

com o LPS de P. gingivalis e E. coli . Como controle positivo foram utilizados os LPS 

de P. gingivalis 1μg/mL) e E. coli (1μg/mL), e como controle negativo as células sem 

nenhum estímulo. Em todos os casos o estímulo com LPS foi mantido por 24h 

(Figura 1).  
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Figura 1. Fluxograma dos estímulos, grupos e momentos do estímulo do 

experimento. 
 
 
 

Este segundo experimento visou identificar, de uma forma comparativa com 

os inibidores, como o óleo e seus componentes atuariam sobre a produção de 

citocinas; uma vez que o óleo e seus componentes poderiam modular a atividade de 

mais de uma via de sinalização. Assim, selecionamos inibidores bioquímicos 

específicos (BAY, PD e SB) das vias de sinalização mais importantes para a 

expressão de genes relacionados com a inflamação. E também das vias de 

sinalização usualmente moduladas por TLR2 e TLR4, para determinar, de forma 

específica, a influência/contribuição de cada uma delas na regulação da expressão 

de citocinas quando na presença dos óleos (27, 28, 29).  

Troca do meio 

Macrófagos diferenciados 

Troca meio 

Estímulo com LPS 

Coleta sobrenadante 

RPMI – 1% soro fetal 
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RPMI–1% soro fetal bovino, 
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2h 40min 

24h 
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Os experimentos foram realizados em réplicas e repetidos em dois momentos 

diferentes. Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e centrifugado a 13.000 rpm 

a 4°C, aliquotado e armazenado a -80oC. 

Para normalização dos resultados do ELISA, foi obtida a concentração de 

proteína total nas amostras pelo método de Bradford (30). Para obter o maior 

rendimento das amostras coletadas, inicialmente realizamos um experimento piloto 

para ajuste da diluição das amostras utilizando ELISA multiplex. Com as diluições 

acertadas procedeu-se o ELISA multiplex das amostras. 

O sobrenadante foi analisado pelo Bio-Plex Cytokine Assay de acordo com as 

instruções do fabricante (Bio-Rad Laboratories, Munich, Germany). Resumidamente, 

as amostras foram incubadas com as “beads” em temperatura ambiente por 30 

minutos e lavadas, incubadas com anticorpo biotinilado anti-citocina por mais 30 

minutos e depois 10 minutos com estreptavidina-ficoeritrina. As concentrações de 

citocinas foram medidas utilizando o equipamento Luminex 96 poços leitor de placas 

(Bio-100-PlexTM Multiplex-Suspension-Array Reader; Bio-Rad Laboratories, 

Munique, Alemanha) e o Gestor de Bio-PlexTM Software 4.1.1. Citocinas humanas 

recombinantes foram utilizadas como padrões. 

 

6 Avaliação das vias de sinalização (Western Blot).  

Macrófagos (1,0 x 106 cel/mL, 37oC, 5% CO2) em placas de 60cm2 foram 

tratados por 2h com TTO 0,015%, terpinen-4-ol 0,059% e alfa-terpineol 0,0064% em 

RPMI 1640 contendo 1% de soro fetal bovino, sem penicilina- estreptomicina com 

DMSO 0,4% (controle-veículo). Após as 2h um grupo dos óleos não recebeu 

estímulo e outros foram estimulados com LPS de P. gingivalis ou LPS de E. coli 

mantidos por 10 minutos para avaliação da ativação das vias de sinalização de 
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interesse. Os grupos controle negativo e positivo foram os macrófagos sem estímulo 

e com cada um dos dois LPSs, respectivamente. 

Ao final do período experimental o meio foi aspirado, as células lavadas com 

PBS à 4°C e adicionado o tampão de lise (80 μL) suplementado por coquetel inibidor 

de protease e fosfatase (Complete Mini EDTA-free - e PhoStop - Roche Applied 

Science, Mannheim, Germany; e M-Per - Thermo Scientific Rockford, IL USA). As 

células foram raspadas e o lisado celular transferido para microtubos e mantidos em 

gelo por 15 a 30 minutos para lise completa das células, seguido de centrifugação a 

12.000 rpm e 4°C por 10 minutos. O sobrenadante contendo as proteínas nucleares 

e citoplasmáticas solubilizadas foi transferido para um novo microtubo e armazenado 

a -20°C. 

As proteínas foram quantificadas (20μg)  pelo método de Bradford (30) e após 

desnaturação por calor e adição do tampão de amostra contendo 0,1 M de 

ditiotreidol (DTT) como agente redutor e desnaturante, um total de 20μg de proteínas 

foi submetido à eletroforese (SDS-PAGE) em géis de poliacrilamida descontínuos 

(10% Mini-Protean TGX - Bio-Rad Laboratories, Munique, Alemanha), com voltagem 

constante de 100V por 90 minutos, seguidos de eletrotransferência para membranas 

de nitrocelulose (poros de 0.2μm) durante 1h a 300mA constantes em tampão de 

transferência contendo metanol.  

Para bloqueio das membranas, foi utilizado Tris-NaCl (TBS) contendo 5% de 

leite desnatado liofilizado por 1h sob agitação, depois 3 lavagens de 5 minutos com 

tampão TBS-Tween a 0,1%. As membranas foram incubadas por 16-18 h (overnight) 

a 4ºC e sob agitação suave com anticorpos primários monoclonais obtidos 

comercialmente reativos com formas fosforiladas de p65, indicativo da ativação de 

NF-kB (Phospho–NF-kB p65 - Cell Signaling, 65kDa), formas fosforiladas de p44-42, 
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indicativo da ativação de ERK1/2 MAP-Kinase (Phosfo-p44/42 MAP-Kinase - Cell 

Signaling, 42kDa) e p38 MAP-Kinase (Cell Signaling, 43kDa), além da avaliação da 

expressão de GAPDH (Cell Signaling, 37kDa)  como normalizador do carregamento 

da mesma quantidade de proteína total em todas as amostras. 

O anticorpo primário foi removido e as membranas lavadas 3 vezes com TBS-

T (15 min/lavagem). O anticorpo secundário espécie-específico conjugado à enzima 

horseradish peroxidase (HRP) foi diluído em tampão de bloqueio segundo 

orientação do fornecedor e incubado por 1h sob agitação (temperatura ambiente). 

As membranas foram lavadas em TBS-T novamente (3x, 15 min/lavagem) e a 

detecção da presença de proteínas realizada por um sistema de 

quimioluminescência (West Pico Supersignal, Pierce Biotechnology). 

 

ANÁLISE DOS DADOS   

Antes da análise, foi testada a normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-

Wilk e para significância foi designado o valor de p < 0,05. Na avaliação da 

citotoxicidade foi realizado o percentual tomando como 100% o controle negativo, 

para comparação entre os grupos foi utilizado o ANOVA com pós teste de Tukey. Na 

avaliação na produção citocinas foi utilizado o Teste-t onde se comparou o controle 

positivo, no caso os LPS de E. coli e P. gingivalis, com cada grupo dos óleos e dos 

inibidores. Os programas utilizados para a obtenção dos gráficos e análise 

estatística foi o GraphPad Prim 5. 

 

 

 

 



 

 

34 

RESULTADOS  

1 Toxicidade do óleo de Melaleuca e seus componentes. 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e cada concentração do 

óleo e seus componentes foi repetida 6 vezes por experimento (n = 6). Como grupo 

controle negativo foi considerada a linhagem celular de U937 diferenciada em 

macrófagos e DMSO 0,4%. Para chegar aos valores percentuais foi considerado 

como 100% os valores para o controle negativo sem estímulo. A concentração não 

citotóxica foi arbitrariamente considerada como aquela em que pelo menos 50% de 

células estavam viáveis (em comparação ao controle negativo). 

A Figura 2 ilustra a viabilidade celular das diferentes concentrações do TTO. 

Pode-se observar que o TTO a 0,25%, 0,125%, 0,062% e 0,031% foi citotóxico para 

os macrófagos. Contudo, a partir do valor de 0,015% não houve citotoxicidade para 

as células e optou-se usar a maior e menor concentração, respectivamente 0,015% 

e 0,004%. O DMSO a 0,4% (solvente) não interferiu na viabilidade celular.  

 

DMSO
0,2

5
0,1

25
0,0

62
0,0

31
0,0

15
0,0

08
0,0

04
0

20

40

60

80

100

a

b b b b

c
c

cc

Concentração TTO

Vi
ab

ili
da

de
 c

el
ul

ar
 %

 

Figura 2. Viabilidade celular das diferentes concentrações do TTO. Letras diferentes 
indicam diferença significativa entre os grupos (ANOVA  e pós teste Tukey, p<0.05).  
 

Para a análise do terpinen-4-ol, a Figura 3 mostra que os valores 0,238% e 

0,119% foram citotóxicos para a linhagem celular U937 diferenciada em macrófagos. 
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Então, as concentrações deste composto, escolhidas para os experimentos foram a 

maior (0,059%) e menor (0,0073%).  

 

DMSO
0,2

38
0,1

19
0,0

59
0,0

29
0,0

14
0,0

07
3

0

20

40

60

80

100
a

b b

c
c c

ac

Concentração Terpinen-4-ol

Vi
ab

ili
da

de
 c

el
ul

ar
 %

 
Figura 3. Viabilidade celular das diferentes concentrações do terpinen-4-ol. Letras 
diferentes indicam diferença significativa entre os grupos (ANOVA  e pós teste 
Tukey, p<0.05).  
 
 

Ao testar o alfa-terpineol observou-se que nenhum valor adotado causou 

redução de viabilidade de 50% ou mais, em comparação ao controle negativo. Por 

isso, as concentrações de estudo foram 0,0064% e 0,0007%. Estas concentrações 

são similares às utilizadas para o terpinen-4-ol (Figura 4).  
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Figura 4. Viabilidade celular das diferentes concentrações do alfa-terpineol. Letras 
diferentes indicam diferença significativa entre os grupos (ANOVA e pós teste Tukey, 
p<0.05). 
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2 Análise da atividade modulatória do TTO, terpinen-4-ol e alfa-terpineol sobre 

a produção de citocinas produzidas por macrófagos 

Para averiguar o efeito dos óleos sobre as citocinas produzidas por 

macrófagos, foi criado o controle negativo-tratamento com o mesmo volume dos 

óleos e sem LPS. Este grupo foi elaborado para verificação de um possível efeito 

dos óleos isoladamente sobre a produção das citocinas avaliadas (dados não 

apresentados – todos os resultados não apresentados no artigo estão no Anexo 1). 

O tratamento das células com o veículo DMSO (controle negativo-veículo) 

não resultou em regulação da produção das citocinas investigadas (dados não 

apresentados), demonstrando que o veículo de diluição dos óleos foi inócuo nas 

concentrações utilizadas (como já verificado em relação à citotoxicidade). 

 

TNF-α: 

A Figura 5 A e B ilustra o efeito das maiores e menores concentrações do 

TTO, terpinen-4-ol e alfa-terpineol na secreção de TNF-α, por macrófagos induzidas 

por LPS de E. coli e P. gingivalis. Por sua vez o óleo de Melaleuca alternifolia e suas 

porções na presença do estímulo de TLR2 e TLR4 não influencia a produção desta 

citocina. Também não observamos qualquer efeito dos óleos na produção de TNF-α 

na ausência do estímulo de TLR 2 e 4 (dados não apresentados).  
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Figura 5. Efeito do TTO, terpinen-4-ol e alfa-terpineol diluídos em RPMI com 1% de 
soro fetal bovino em cultura de monócitos humanos (U937) diferenciados em 
macrófagos com 40ng/mL de PMA. Os óleos foram adicionados 2h antes dos 
estímulos com LPS de E. coli 1μg/mL (A, C, E e G) e P. gingivalis 1μg/mL (B, D, F e 
H). O LPS permaneceu por 24h até a coleta do sobrenadante para análise com 
ELISA. As concentrações dos óleos foram: TTO a 0,015% e 0,004%, terpinen-4-ol a 
0,059% e 0,0073% e do alfa-terpineol a 0,0064% e 0,0007%. As citocinas 
analisadas foram TNF-α (A e B), IL-1β (C e D), IL-6 (E e F) e IL-10 (G e H) 
representadas em pg/mL pelos histogramas. O Teste-t apontou a significância 
estatística entre o grupo controle positivo-estímulo e os demais grupos 
representados pelo asterisco * (p<0.05). 
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Ao se utilizar inibidores conhecidos do NF-kB e do ativador mitogênico da 

proteína quinase (Mitogen-activated protein kinases - MAP-Kinase)  (BAY, PD e SB) 

e compará-los ao efeito dos óleos, pode-se observar (Figura 6 A e B) que a 

produção de TNF-α induzida pela ativação de TLR2 e 4 em  macrófagos é 

dependente de NF-kB, p38 MAP-Kinase e ERK.  

 

IL-1β: 

O tratamento das células com o TTO não afetou a produção de IL-1β em 

macrófagos induzidos via TLR2 e TLR4. Exceto para TTO 0,004% (Figura 5 C). 

Observa-se discreto (e não significativo) efeito sinérgico do TTO na produção de IL-

1β induzida por LPS P. gingivalis (Figura 5 D).  

As duas concentrações testadas de terpinen-4-ol reduziram, de forma 

significativa, a produção de IL-1β induzida pela ativação de TLR2 e 4. Vale ressaltar 

que, as concentrações 0,015% do TTO e 0,0073% do terpinen-4-ol são 

equivalentes. Os resultados aqui apresentados (Figuras 5 C e D) foram similares 

para o estímulo por LPS de E. coli e P. gingivalis o que pode ser um indício que o 

terpinen-4-ol atua após ativação de receptores TLR2 e TLR4. O alfa-terpineol não 

influenciou na produção de IL-1β após a ativação de TLR4, mas para TLR2 produziu 

uma diminuição (Figura 5 C e D). 

Os óleos sozinhos na ausência de ativação de TLR2 e 4 não produziram 

alterações significativas nos níveis de IL-1β. No entanto, novamente observamos um 

efeito indutor (porém sem atingir significância estatística) do TTO na concentração 

de 0,015% (dados não apresentados). 
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Figura 6. Efeito da ação dos inibidores BAY, PD e SB na secreção de TNF-α (A e 
B), IL-1β (C e D), IL-6 (E e F) e IL-10 (G e H), produzidos por monócitos humanos 
(U937) diferenciados em macrófagos com 40ng/mL de PMA. Os inibidores foram 
adicionados 40 minutos antes dos LPS. As células foram estimuladas com LPS de 
E. coli 1μg/mL (A, C, E e G) P. gingivalis 1μg/mL (B, D, F e H) por 24h. As citocinas 
foram representadas em pg/mL por meio de histogramas. O Teste-t apontou a 
significância estatística entre o grupo controle positivo-estímulo e os demais grupos 
representados pelo asterisco * (p<0.05).  
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Na Figura 6 C e D observamos que, a produção de IL-1β por macrófagos 

após ativação de TLR2 e 4, é dependente de NF-kB, p38 MAP-Kinase e ERK. 

 

IL-6:  

Pode-se constatar, nos resultados apresentados na Figura 5 E e F que o TTO 

0,015% reduziu de forma significativa a produção de IL-6 quando os macrófagos 

foram estimulados por LPS de E. coli. O terpinen-4-ol diminuiu tal citocina nas duas 

concentrações (0,059% e 0,0073%) após estimulação das células com os dois LPS. 

A produção desta citocina também foi sensível à ação do alfa-terpineol 

(Figura 5 E e F). Os óleos individualmente não produziram alteração nos níveis de 

IL-6 (dados não apresentados). 

A produção de IL-6 em macrófagos após ativação de TLR2 e 4 foi depende 

de NF-kB e p38 MAP-Kinase e ERK (Figura 6 E e F).  

 

IL-10:  

Ao avaliar a produção de IL-10 por macrófagos observou-se que as 

concentrações dos óleos utilizados tiveram ação sobre tal citocina, diminuindo-a de 

forma significativa, tanto nas células ativadas via TLR4 quanto via TLR2 (Figura 5 G 

e H). 

Sem a atuação de um estímulo com LPS de E. coli  e P. gingivalis, o terpinen-

4-ol 0,059% e alfa-terpineol 0,0064% promoveram uma queda, de forma 

significativa, nos níveis de IL-10. As demais concentrações não produziram 

alterações na produção de IL-10, na ausência de estímulo com LPS (dados não 

apresentados). 
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A Figura 6 G e H ilustra que a geração de IL-10 em macrófagos ativados por 

E. coli e P. gingivalis é dependente das vias NF-kB e p38 MAP-Kinase. Na análise 

do bloqueio da ERK verificou que ela tem influência na inibição de IL-10 quando o 

TLR4 é ativado. 

 
 
3 A ação redutora na produção de citocinas pelo TTO, terpinen-4-ol e alfa-

terpineol não é dependente das vias de sinalização NF-kB, EKR e p38 MAP-

Kinse 

Os macrófagos estimulados com os respectivos óleos e sem o LPS não 

produziram modificações significativas nos níveis de NF-kB e EKR. Entretanto, para 

p38 MAP-Kinase, o terpinen-4-ol revelou a presença de estímulo embora, não 

significativo (Figura 7). 
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Figura 7. Os óleos foram diluídos em RPMI com 1% de soro fetal bovino e 
adicionados aos monócitos (U937) diferenciados em macrófagos, onde 
permaneceram por 2h até a remoção do lisado celular com inibidores de protease e 
fosfatase. O histograma representou a densidade arbitrária das bandas da 
membrana de western blot, após a normalização com GAPDH (37kDa). A membrana 
de western blot apresentou a seguinte distribuição: controle negativo, controle 
positivo-estímulo e os controle negativo-tratamento, isto é, o TTO, terpinen-4-ol e 
alfa-terpineol sem estímulo de LPS. Os anticorpos analisados foram NF-kB (65kDa), 
ERK(65kDa) e p38 (42kDa). Para encontrar a diferença estatística representada pelo 
asterisco foi adotado o Teste-t comparando o grupo controle positivo-estímulo com 
os demais (p<0,05).  
 

 

A Figura 8 ilustra o resultado do western blot dos óleos, com LPS de E. coli e 

P. gingivalis por 10 minutos, sobre os macrófagos para os anticorpos NF-kB, ERK e 

p38 MAP-Kinase. O TTO, terpinen-4-ol e alfa-terpineol não apresentaram 

modulações significativas nos níveis de NF-kB e ERK  (Figura 8). O TTO aparenta 

inibir discretamente a expressão de p38, quando os macrófagos são ativados via 
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agonista de TLR4. O terpinen-4-ol e alfa-terpineol parecem estimular a via do p38 

tanto na ativação do TLR2 quanto no TLR4, apesar de este estímulo não ser 

estatisticamente significativo. 

 

 

Figura 8. Os óleos foram diluídos em RPMI com 1% de soro fetal bovino e 
adicionados aos monócitos (U937) diferenciados em macrófagos, onde 
permaneceram por 2h até a adição do LPS E. coli 1μg/mL  e P. gingivalis 1μg/mL por 
10 minutos e somente depois o lisado celular foi obtido. O histograma representou a 
densidade arbitrária das bandas da membrana de western blot após a normalização 
com GAPDH (37kDa). A membrana de western blot apresentou a seguinte 
distribuição: controle negativo, controle positivo-estímulo e os grupos experimentais-
tratamento, isto é, o TTO, terpinen-4-ol e alfa-terpineol com estímulo do LPS. Os 
anticorpos analisados foram NF-kB (65kDa), ERK(65kDa) e p38 (42kDa). Para 
encontrar a diferença estatística representada pelo asterisco foi adotado o Teste-t 
comparando o grupo controle positivo-estímulo com os demais (p<0,05).  
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DISCUSSÃO 
 

Neste estudo foi investigado o potencial do TTO, terpinen-4-ol e alfa-terpineol, 

em modular a produção de citocinas, mais especificamente, da imunidade inata, em 

experimentos in vitro com macrófagos humanos. Verificamos que o óleo de 

Melaleuca alternifolia, em particular seu componente terpinen-4-ol, podem inibir 

significativamente a produção de citocinas associadas à resposta imune inata em 

macrófagos após estímulo dos mesmos via TLR4 e TLR2. 

A composição do óleo pode variar de acordo com a forma de extração e a 

região geográfica onde foi obtido, por isso para ser designado como TTO a ISO 

4730 determinou o padrão de concentração dos componentes conhecidos (1). A 

cromatografia gasosa, além de informar o enquadramento do TTO nos padrões da 

ISO 4730, expressou as concentrações relativas do terpinen-4-ol e alfa-terpineol. 

Com isto chegaram-se aos valores adotados, que fossem equivalentes ao TTO.  

Hart et al. (10) separaram a fase aquosa da oleosa do óleo e encontraram 

que, o terpinen-4-ol e o alfa-terpineol estavam presentes na aquosa quando 

cultivados em frascos de plástico. No presente trabalho, as células foram cultivadas 

em frascos de plástico, além disso foi também adicionado o agente solubilizante, 

DMSO, que comprovadamente não teve influência nos resultados. O DMSO se fazia 

necessário para homogeneizar os resultados, uma vez que foram utilizados no TTO 

também adicionou-se o DMSO ao terpinen-4-ol e alfa-terpineol. 

O óleo e seus componentes poderiam ter efeito citotóxico, o que inibiria a 

produção de citocinas devido à indução de morte celular, e assim inicialmente 

avaliamos a citotoxicidade em experimentos de dose-resposta (10, 31). A maior 

concentração não citotóxica do TTO foi 0,015% e a menor 0,004%, foram 



 

 

45 

consideradas não citotóxica, aquela em que pelo menos 50% de células estavam 

viáveis (em comparação ao controle).  

O TNF-α está presente nos tecidos com doença periodontal, tem papel central 

na reação inflamatória e está associado à perda de inserção conjuntiva e epitélio 

juncional, além de reabsorção óssea. Os níveis de TNF-α produzidos pelos 

macrófagos não foram diminuídos por nenhum óleo, discordando dos resultados de 

Hart et al. (10). Estes autores verificaram que o terpinen-4-ol diminuía os níveis de  

TNF-α (Figura 5 A e B). A diferença entre o presente trabalho e de Hart et al. (10) 

pode ser devido ao tipo celular e o tempo de exposição ao óleo, uma vez que foram 

utilizados monócitos retirados de sangue periférico de doadores e os óleos ficaram 

atuando nas células durante 40h. 

Na análise da modulação da produção de IL-1β todos os óleos tiveram ação 

regulatória e esta ação não foi dose dependente. Entretanto o TTO somente teve 

ação quando da ativação do TLR4, em contrapartida o alfa-terpineol apenas exerceu 

efeito inibitório na produção de IL-1β após a ativação TLR2. Somente o terpinen-4-ol 

atuou quando os dois diferentes agonistas foram estimulados (Figura 5 C e D).  

A produção de IL-6  induzida via ativação de TLR4, mas não por TLR2, foi 

inibida por TTO (Figura 5 F), sugerindo que efeitos diferenciais do óleo nas vias de 

sinalização por diferentes TLRs. Esta diferença na função dos óleos, segundo o tipo 

de receptor preferencialmente ativado, pode ser devido às características 

específicas da sinalização de TLR2 e 4 em macrófagos. A porção citoplasmática de 

TLR2 pode interagir com as duas proteínas adaptadoras: o fator 88 de diferenciação 

mielóide (Myeloid differentiation factor 88 -MyD88) e o  domínio TIR contendo a 

proteína adaptadora/MyD88 (TIR-domain containing adapter protein/MyD88 adapter-

like - TIRAP/MAL) (32, 33, 34). 
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A ativação de TLR4 pode recrutar quatro proteínas adaptadoras, além de 

MyD88 e TIR o adaptador contendo o dominio TIR induzindo Interferon-beta (TIR-

domain containing adapter inducing INF-β - TRIF) e a molécula adaptadora 

relacionada ao Trif (TRIF-related adapter molecule - TRAM) (32, 33,34). TRIF e 

TRAM estão relacionados com a ativação de fatores de transcrição como NF-kB, 

MAP-kinase e do fator 3 regulatório do interferon (interferon regulatory factor 3- 

IRF3) (36). É possível que TTO atue principalmente na sinalização de TLR4 MyD88 

independente.  

O terpinen-4-ol e alfa-terpineol baixaram os níveis de IL-6 induzidos por tanto 

por TLR4 quanto TLR2. Apesar do terpinen-4-ol e alfa-terpineol serem constituintes 

do TTO, a modulação da produção de IL-1β e IL-6 através óleo total ser somente via 

ativação de TLR4, pode ser devido a influência dos outros componentes do óleo 

(Figura 5 E e F).  

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatória produzida possivelmente como um 

mecanismo endógeno regulador negativo da inflamação. Assim, o próprio estímulo 

inflamatório já induz também seu regulador negativo, como forma de controlar o 

processo e evitar danos excessivos aos tecidos do hospedeiro. A maior expressão 

de IL-10 em tecidos periodontais inflamados está associada a menor gravidade da 

doença (16).  

Todos os óleos tiveram ação sobre a produção desta citocina diminuindo seus 

níveis (Figura 5 G e H), estando de acordo com o estudo de Hart et al. (10) que 

relataram que o TTO 0,125%, também reduziu os níveis de IL-10. Entretanto, para 

Chézet et al. (37) o TTO na concentração 0,01% em monócito e linfócitos humanos 

estimulados com lectina de Phaseolus vulgaris aumentou a secreção de IL-10. Neste 
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artigo, o terpinen-4-ol 0,062% também inibiu a produção de IL-10, os outros óleos e 

concentrações não modificaram os níveis desta citocina nas mesmas condições.  

A produção das citocinas analisadas foi dependente das vias de sinalização 

NF-kB, p38 MAP-Kinase e ERK, exceto a IL-10 induzida pela ativação preferencial 

de TLR2, que não foi dependente da ERK (Figura 7). Os dados indicam que na 

produção de TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10 após estímulo de TLRs, todas as vias de 

sinalização avaliadas tem papel relevante. Interessante notar que IL-1β, IL-6 e IL-10, 

mas não TNF- , também foram inibidas pelo TTO e seus componentes. A não 

regulação de TNF-  pelo óleo e seus componentes pode ser interpretada de duas 

maneiras: 1) estes compostos não modulam estas vias de sinalização, podendo 

exercer seus efeitos por mecanismos alternativos; 2) um aspecto peculiar da 

regulação de TNF-  não é afetado por estes compostos. 

Assim, para obter insight no mecanismo de ação dos óleos e seus 

componentes, avaliamos os possíveis efeitos destes compostos na ativação de NF-

kB, ERK e p38 MAP-Kinase. A escolha por estas vias de sinalização se deu porque, 

além de serem uma das mais estudadas, também estão envolvidas na modulação 

das citocinas analisadas. 

Os resultados indicam que TTO e seus componentes não modulam a 

ativação de NF-kB, ERK e p38 MAP-Kinase tanto na presença quanto na ausência 

do estímulo de TLR4 e TLR2 (Figura 8) justificando a não regulação de TNF- . No 

entanto, a inibição da produção de IL-1β, IL-6 e IL-10 pelo TTO e seus componentes 

(Figura 5 C e D) sugere a atuação por mecanismos alternativos, como, por exemplo, 

a modulação de outras vias de sinalização não analisadas neste estudo. 

Como os dois componentes do TTO tem efeitos semelhantes na regulação da 

produção de citocinas inflamatórias, poder-se-ia antecipar um efeito aditivo ou 
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sinérgico no TTO resultando em potencialização dos efeitos regulatórios. No 

entanto, mesmo em concentrações de TTO que contém quantidades equivalentes 

dos componentes principais que se mostraram efetivas, não observamos este efeito 

sinérgico ou aditivo. Este fato pode ser atribuído a influencia dos outros 

componentes presentes no TTO, os quais podem exercer efeitos antagônicos ou 

neutralizadores aos efeitos de seus principais componentes. Este dado é relevante e 

deve ser considerado em futuras avaliações de seu emprego com finalidade 

terapêutica.  Neste sentido, o terpinen-4-ol demonstrou ser o principal componente 

modulador da produção de citocinas com redução significativa nos níveis de IL-1β, 

IL-6 e IL-10. O alfa-terpineol também apresentou efeito modulador sobre IL-1β, IL-6 

e IL-10. 

Estudos in vivo tem demonstrado ação anti-inflamatória dos óleos e dos seus 

componentes, como a redução da hipersensibilidade de contato após aplicação 

tópica (38, 39), redução de edema (40), redução da vermelhidão cutânea (12, 41). 

Entretanto, ainda não há estudos sobre a ação do óleo em modelo de doença 

periodontal, um modelo de inflamação crônica iniciado e mantido por interações 

microbiota-hospedeiro.  

No presente trabalho constatou-se o efeito modulador  do TTO e 

principalmente do terpinen-4-ol sobre citocinas inflamatórias e anti-inflamatórias 

sendo que este efeito não foi mediado por influência na ativação de NF-kB, ERK e 

p38 MAP-Kinase. 
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CAPÍTULO 2  

 

“Terpinen-4-ol, o mais abundante componente do óleo de Melaleuca alternifolia 

diminui a produção de INF-γ e IL-17 em U937  estimulados com LPS de Escherichia 

coli e Porphyromonas gingivalis” 

 

* Artigo seguiu as normas do periódico Inflammaion Research. 
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RESUMO 

Objetivos: Avaliar a capacidade de modulação de citocinas pelo óleo de Melaleuca 

alternifolia (TTO) e seus componentes  (terpinen-4-ol e o alfa-terpienol) e analisar se 

as vias de sinalização celular Nuclear factor kappa B, Extracellular signal-regulated 

kinases e P38 mitogen-activated protein kinases participaram neste processo. 

Métodos: O efeito modulatório foi avaliado em monócitos (U937) diferenciados em 

macrófagos com Phorbol 12-myristate 13-acetate, e  estimulados com 

lipopolissacarídeos. A citotoxicidade dos óleos foi verificada com o ensaio de MTT.  

A influência dos óleos sobre a produção de INF-γ, IL-4, IL-12 e IL-17 foi realizada 

por ELISA, e para determinar os níveis de NF-kB, ERK e p38 MAP-Kinase foi 

utilizado o western blot. 

Resultados: O TTO e o alfa-terpineol nas concentrações estudadas não tiveram 

influência sobre as citocinas analisadas. Já o terpinen-4-ol reduziu de forma 

significativa os níveis de INF-γ, IL-4 e IL-17 para IL-12 a ação não foi efetiva. As vias 

de NF-kB, ERK e p38 MAP-Kinase não influenciaram na diminuição da expressão de 

citocinas. 

Conclusões: O terpinen-4-ol é o principal componente ativo do TTO com capacidade 

de suprimir a produção de INF-γ, IL-4 e IL-17. O mecanismo de ação do óleo não se 

dá pela inibição das vias NF-kB, ERK e p38 MAP-Kinase. 

Palavras-chave: Óleo de Melaleuca, macrófagos, citocinas, inflamação. 
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INTRODUÇÃO 

O TTO (Tea tree oil) é originário de uma planta nativa da Austrália, a 

Melaleuca alternifolia. Formado por uma complexa mistura de óleos essenciais, o 

TTO possui mais de 100 componentes, sendo alguns deles um o terpinen-4-ol e o 

alfa-terpineol, e possui conhecidas propriedades antimicrobianas, anti-inflamatória e 

anticancerosa [1, 2, 3, 5, 6, 7, 8].  

A ação anti-inflamatória do TTO se dá por diminuição da produção de 

espécies reativas do oxigênio por monócitos e leucócitos [9, 10] e é ineficiente para 

a quimiotaxia de leucócitos [9]. O TTO possui ação na secreção de citocinas, no 

entanto, seu papel na regulação intracelular das vias de sinalização na produção 

destas citocinas ainda é pouco conhecida, mas sabe-se que seu principal 

componente ativo é o terpinen-4-ol [4].  

A resposta imune adaptativa inicia-se com o reconhecimento de patógenos 

pelos receptores Toll-like (TLR) na superfície de células imunes e consequente 

produção de citocinas como interferon gama (INF-γ), interleucina-4 (IL-4), 

interleucina-12 (IL-12) e interleucina-17 (IL-17) [11, 12, 13, 14]. 

O objetivo destes eventos é reconhecer e combater os periodontopatógenos 

como, por exemplo, Porphyromonas gingivalis. Sabe-se que a destruição dos 

tecidos de suporte dos dentes é causada pela resposta imune contra os 

periodontopatógenos e não diretamente pela infecção destes microrganismos. Este 

reconhecimento leva a ativação de vias de sinalização celular que chegam ao núcleo 

por meio de fatores de transcrição e irão produzir citocinas inflamatórias. Uma 

dessas vias é conhecida como ativador mitogênico da proteína kinase  (MAP-

Kinase) e sua ativação resulta na fosforilação de fatores de transcrição por meio de 
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vias como a ERK, c-JUN e p38 MAP-Kinase que são expressas na doença 

periodontal [15]. 

A doença periodontal é considerada uma das principais causas de perda 

dentária. Resulta na diminuição ou alteração dos tecidos de proteção e sustentação 

dos órgãos dentários e, tem na sua patogênese, o envolvimento de fatores 

microbianos, resposta imunológica do hospedeiro interferindo na produção de 

citocinas como INF-γ, IL-4, IL-12 e IL-17, além de poder ser modulada por fatores 

locais, ambientais e genéticos [16, 17, 11, 12, 13, 14]. 

As terapêuticas que antagonizam a produção de citocinas, como o uso de 

inibidores de vias de sinalização celular como a MAP-Kinase ou NF-kB, podem 

atenuar ou controlar o desenvolvimento da doença periodontal, influenciando na 

inflamação e na reabsorção óssea, e são consideradas uma nova modalidade de 

tratamento periodontal [12]. 

Ainda não está clara a ação e a atividade  imunomodulatória do TTO, mas 

sabe-se que esta substância pode diminuir a produção de citocinas inflamatórias (4). 

A proposta deste trabalho foi investigar a ação do TTO e dois de seus componentes 

(terpinen-4-ol e alfa-terpineol) na expressão de INF-γ, IL-4, IL-12 e IL-17 e na 

modulação das vias de sinalização da MAP-Kinase em macrófagos humanos 

ativados por LPS de P. gingivalis  (agonista TLR2) e de E. coli (agonista TLR4). 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

As metodologias utilizadas deste artigo já foram descritas no artigo 1. 
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ANÁLISE DOS DADOS 

A normalidade da distribuição dos dados foi verificada aplicando-se o teste de 

Shapiro-Wilk e o valor de p < 0,05 para significância. A análise estatística teve o 

objetivo de determinar a significância dos efeitos do óleo de  Melaleuca alternifolia e 

seus componentes nos desfechos de interesse. Para a viabilidade celular, com a 

comparação entre todas as concentrações dos óleos foi utilizado o teste ANOVA. 

Expressão de citocinas inflamatórias com acareação do grupo controle e a análise 

da ativação das vias de sinalização intracelular adotou-se o Teste-t. Os programas 

utilizados para a obtenção dos gráficos e análise estatística foi o GraphPad Prim 5. 

 

RESULTADOS  

1 Viabilidade celular  

No capítulo 1 foi descrito a obtenção destes resultados e as doses não 

citotóxicas foram para o TTO 0,015% e 0,004%, Terpinen-4-ol 0,059% e 0,0073% e 

para o Alfa-terpineol 0,0064% e 0,0007%. 

 

2 Efeito do TTO, Terpinen-4-ol e alfa terpineol na modulação de citocinas 

inflamatórias induzida por LPS em macrófagos.  

 

INF-γ: 

  A Figura 4 (A e B) ilustra o efeito das maiores e menores concentrações do 

TTO, terpinen-4-ol e alfa-terpineol na secreção de INF-γ, induzidas por LPS de E. 

coli e P. gingivalis. Na Figura 4 (A e B) pode-se observar que os macrófagos, com as 

diluições do TTO, quando estimulado com LPS de E. coli e P. gingivalis, não 

produziram alterações detectáveis nos níveis de INF-γ.  
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Para a porção terpinen-4-ol, apesar de ter diminuído os níveis de INF-γ a 

diferença não foi significativa (Figura 4 A). Os resultados demonstram (Figura 4 B) 

que as células expostas a porção terpinen-4-ol na menor concentração (0,0073%) 

na presença de LPS de P. gingivalis diminuíram os níveis de INF-γ. Os resultados 

apontam também uma tendência de redução para a concentração 0,059% (p<1) 

indicando que, para o terpinen-4-ol, o mecanismo de ação se dá quando da ativação 

de TLR2. 

O alfa-terpineol não foi capaz de inibir significativamente a produção de INF-γ 

por macrófagos (Figura 4 A e B) e somente a concentração 0,0007% em células 

estimuladas via TLR2 apresentaram uma redução. 

Para verificar se os óleos individualmente, sem a adição de LPS de E. coli ou 

P. gingivalis, estimulavam a produção de citocinas, realizamos experimentos na 

ausência dos LPS. Para o TTO 0,015% observou-se pequeno aumento de INF-γ. O 

alfa-terpineol 0,0007% provocou diminuição significativa dos níveis desta citocina, 

mesmo sem a adição de LPS. Para os demais óleos, não foi observado alterações 

(dados não apresentados). 
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Figura 4. Efeito do TTO, terpinen-4-ol e alfa-terpineol diluídos em RPMI com 1% de 
soro fetal bovino em cultura de monócitos humanos (U937) diferenciados em 
macrófagos com 40ng/mL de PMA. Os óleos foram adicionados 2h antes dos 
estímulos com LPS de E. coli 1μg/mL (A, C, E e G) e P. gingivalis 1μg/mL (B, D, F e 
H). O LPS permaneceu por 24h até a coleta do sobrenadante para análise com 
ELISA. As concentrações dos óleos foram: TTO a 0,015% e 0,004%, terpinen-4-ol a 
0,059% e 0,0073% e do alfa-terpineol 0,0064% e 0,0007%. As citocinas analisadas 
foram INF-γ (A e B), IL-4 (C e D), IL-12 (E e F) e IL-17 (G e H) representadas em 
pg/mL pelos histogramas. O Teste-t apontou a significância estatística entre o grupo 
controle positivo-estímulo e os demais grupos representados pelo asterisco * 
(p<0,05). 
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Foram utilizados inibidores conhecidos de NF-kB, p38 MAP-Kinase e ERK 

para compará-los ao efeito dos óleos, pode-se observar na Figura 5 A e B que a 

produção de INF-γ induzida pela ativação de TLR2 e 4 em  macrófagos é 

dependente de NF-kB, p38 MAP-Kinase e ERK.  

 

IL-4: 

A  Figura 4 C e D ilustram os resultados dos óleos na secreção de IL-4 por 

macrófagos induzidos com LPS de E. coli  e P. gingivalis.  Para o TTO, quando os 

monócitos diferenciados em macrófagos, foram estimulados com E. coli o valor de p 

foi p<1, revelando uma tendência a aumentar os níveis de IL-4. 

Pode-se observar que o  terpinen-4-ol 0,0073% foi a única porção que reduziu 

os níveis de IL-4 de forma significativa via TLR2 (Figura 4 D). A concentração 

0,0059% também diminuiu IL-4 de modo não significativo, contudo, revelando uma 

tendência à redução (p<1). Esta citocina apresentou resultados semelhantes aos de 

INF-γ  quando comparados à condição sem estímulo de LPS (dados não 

apresentados).  

Na Figura 5 C e D, observamos que a produção de IL-4 por macrófagos após 

ativação de TLR2 e 4 é dependente de NF-kB, p38 MAP-Kinase e ERK. 
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Figura 5. Efeito da ação dos inibidores BAY, PD e SB na secreção de INF-γ (A e B), 
IL-4 (C e D), IL-12 (E e F) e IL-17 (G e H), produzidos por monócitos humanos 
(U937) diferenciados em macrófagos com 40ng/mL de PMA. Os inibidores foram 
adicionados 40 minutos antes dos LPS. As células foram estimuladas com LPS de 
E. coli 1μg/mL (A, C, E e G) P. gingivalis 1μg/mL (B, D, F e H) por 24h. As citocinas 
foram representadas em pg/mL por meio de histogramas. O Teste-t apontou a 
significância estatística entre o grupo controle positivo-estímulo e os demais grupos 
representados pelo asterisco * (p<0,05).  
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IL-12: 
Os resultados (Figura 4 E e F) revelaram que o TTO não produziu alterações 

significativas nos níveis de IL-12, embora a concentração 0,0004% estimulado por 

LPS de  P. gingivalis tenha demostrado uma tendência de redução (p<1) (Figura 4 

F).  

Para os macrófagos com terpinen-4-ol  0,059% e 0,0073% estimulado tanto 

por via TLR2 quanto TLR4, apesar de não ter acarretado em uma diminuição 

significativa, mostraram tendência de atenuação da IL-12 (p<0,1) (Figura 4 E e F). 

O alfa-terpineol 0,0064% após estímulo com LPS de P. gingivalis elevou a 

produção de IL-12 por macrófagos de forma significativa (Figura 4 F). O óleo e seus 

componentes sozinhos não acarretaram alterações nos níveis IL-12 (dados não 

apresentados). 

A Figura 5 E e F ilustra o efeito da ativação de TLR4 e 2 na produção de IL-12  

e verifica-se que foi dependente de NF-kB e p38 MAP-Kinase e ERK. 

 

IL-17:  

A Figura 4 G e H ilustra os resultados para IL-17. Pode-se observar que a 

porção terpinen-4-ol apresentou modulação de IL-17, atuando via os dois receptores 

Toll analisados. Os demais óleos utilizados não induziram alterações na produção 

desta citocina. Os óleos sozinhos não apresentaram alterações nos níveis de IL-17 

(dados não apresentados) 

A produção de IL-17 em macrófagos após ativação de TLR2 e 4 foi depende 

de NF-kB e p38 MAP-Kinase. Já quando os macrófagos foram ativados via TLR4 a 

modulação secreção de IL-17 por macrófagos não foi dependente de ERK (Figura 5 

G).  
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3 Western Blot 

A Figura 12 ilustra os resultados do Western blot dos óleos sem estímulo com 

LPS para os anticorpos NF-kB, ERK e p38. Os óleos sem os LPS não induziram, de 

forma significativa, as vias de sinalização estudadas (Figura 6). 

 

Figura 6. Os óleos foram diluídos em RPMI com 1% de soro fetal bovino e 
adicionados aos monócitos (U937) diferenciados em macrófagos, onde 
permaneceram por 2h até a remoção do lisado celular com inibidores de protease e 
fosfatase. O histograma representou a densidade arbitrária das bandas da 
membrana de western blot após a normalização com GAPDH (37kDa). A membrana 
de western blot apresentou a seguinte distribuição: controle negativo, controle 
positivo-estímulo e os controle negativo-tratamento, isto é, o TTO, terpinen-4-ol e 
alfa-terpineol sem estímulo de LPS. Os anticorpos analisados foram NF-kB (65kDa), 
ERK(65kDa) e p38 (42kDa). Para encontrar a diferença estatística representada pelo 
asterisco foi adotado o Teste-t comparando o grupo controle positivo-estímulo com 
os demais (p<0,05).  

 

A Figura 7 mostra os resultados do western blot dos óleos com LPS de E. coli 

por 10 minutos para os anticorpos NF-kB, ERK e p38. O TTO não produziu 

alterações significativas nos níveis de NF-kB e ERK. (Figura 7). O TTO parece inibir 
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um pouco o p38, mas não fortemente, quando ativado via agonista de TLR4. O 

terpinen-4-ol  e alfa-terpineol parecem estimular tanto na ativação do TLR2 quanto 

no TLR4. 

 

 

Figura 7. Os óleos foram diluídos em RPMI com 1% de soro fetal bovino e 
adicionados aos monócitos (U937) diferenciados em macrófagos, onde 
permaneceram por 2h até a adição do LPS E. coli 1μg/mL  e P. gingivalis 1μg/mL 
por 10 minutos e somente depois o lisado celular foi obtido. O histograma 
representou a densidade arbitrária das bandas da membrana de western blot após a 
normalização com GAPDH (37kDa). A membrana de western blot apresentou a 
seguinte distribuição: controle negativo, controle positivo-estímulo e os grupos  
experimentais-tratamento, isto é, o TTO, terpinen-4-ol e alfa-terpineol com estímulo 
do LPS. Os anticorpos analisados foram NF-kB (65kDa), ERK(65kDa) e p38 
(42kDa). Para encontrar a diferença estatística representada pelo asterisco foi 
adotado o Teste-t comparando o grupo controle positivo-estímulo com os demais 
(p<0,05). 
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DISCUSSÃO 

O TTO tem uma complexa composição química e para entender melhor sua 

ação, foram escolhidos componentes solúveis do óleo, o terpinen-4-ol e o alfa-

terpineol. Para chegar nas concentrações dos componentes foi realizada a 

cromatografia para detectar o seu real percentual no óleo, que foi utilizado na 

pesquisa, e dessa forma, utilizar concentrações dos componentes equivalentes com 

o TTO. Esta abordagem foi utilizada para tentar identificar o principal princípio ativo 

do TTO em termos de sua atividade imuno regulatória. 

Como os óleos seriam aplicados diretamente sobre as células foi necessário 

fazer o teste de citotoxicidade e as maiores e menores concentrações não citotóxica 

foram adotadas no estudo. Foram elas: TTO 0,015% e 0,004%, terpinen-4-ol 0,059% 

e 0,0073% e para o alfa-terpineol 0,0064% e 0,0007%. A concentração não 

citotóxica foi arbitrariamente considerada como aquela em que pelo menos 50% de 

células viáveis (em comparação ao controle). 

A IL-17 e INF-γ mediam a atividade de TNF-α e IL-1β. A IL-12, por sua vez, 

ativa a produção de INF-γ, enquanto IL-4 inibe a transcrição de citocinas 

inflamatórias controlando e atenuando a inflamação [12, 24, 25]. O TTO e seus 

componentes podem modular a produção de TNF-α, IL-1β, IL-4, IL-8, IL-10 e IL-12 

[4, 9] por células da resposta imune inata, citocinas estas que podem ser reguladas 

pela resposta adaptativa. Na literatura não há informações sobre a ação do TTO e 

seus componentes na modulação de IL-17 e INF-γ.  

A extrapolação dos achados do presente trabalho sobre os efeitos do óleo na 

modulação da resposta adaptativa será feita com cuidado, mas uma vez que 

poderíamos ter a indução diretamente por estímulo de TLRs ou, principalmente, pela 
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ação de outras citocinas (as quais, sim, foram diretamente induzidas pela ativação 

de TLRs). 

Estudos com monócitos estimulados com LPS demonstraram redução 

significativa de TNF-α, IL-1β e PGE2  para TTO 0,125% e de TNF-α, IL-1β, PGE2  e 

IL-8 para terpinen-4-ol 0,052%. Para o alfa-terpineol 0,004% não foram encontradas 

nenhuma ação sobre a produção destas citocinas. As concentrações foram 

semelhantes ao do presente trabalho, mas com uma pequena variação devido a 

composição do óleo. Por se tratar de uma planta, ela pode vir de regiões diferentes e 

o óleo originado pode variar na proporção dos componentes. O TTO analisado 

encontrava-se dentro dos padrões da ISO 4730 [4]. 

O INF-γ é considerado um mediador chave da inflamação, por ativar 

macrófagos induzindo a fagocitose e a secreção de mediadores como IL-1, IL-6 e 

TNF-α. Ainda INF-γ está associado à progressão e severidade da doença 

periodontal como demonstrada em experimentos in vivo [11, 14, 26]. Entretanto, há 

controvérsias no papel desta citocina pois, pesquisas in vitro têm revelado que o 

tratamento com INF-γ inibe a osteoclastogênese, apontando uma correlação 

negativa entre doença periodontal e níveis de INF-γ, conferindo a este um papel 

protetor para o paciente [27, 28]. 

Uma explicação para este papel protetor seria que o INF-γ teria ação na 

regulação negativa na osteoclastogênese. Seu efeito inibitório se daria quando, na 

presença de receptor ativador do fator nuclear kappa-B (RANKL) e o INF-γ 

proporcionaria a degradação do fator 6 associado ao receptor de TNF citoplasmático 

(TNF receptor associated factor 6 - TRAF6), inibindo a sinalização de RANKL e 

consequente osteoclastogênese [12, 13, 27]. 
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O TTO ocasionou um aumento de INF-γ, entretanto não significativo para o 

agonista de TLR4 (Figura 4 A). O terpinen-4-ol, por sua vez, apresentou tendência 

(não estatisticamente significativa) de redução da produção de INF-γ, atingindo 

significância estatística apenas após o estímulo com o agonista preferencial de 

TLR2. Considerando a não modificação nos níveis de INF-γ na presença do TTO e 

dos seus componentes entende-se que o óleo não interfere na produção desta 

citocina. 

Citocinas anti-inflamatórias como a IL-4 controlam e atenuam o 

desenvolvimento da doença periodontal inibindo a transcrição de citocinas pró-

inflamatórias, regulando e elevando níveis de osteoprotegerina (OPG). Estão 

geralmente associadas com a baixa severidade da doença [12]. 

O TTO apresentou tendência (não significativa estatisticamente) de aumentar 

a produção de IL-4, ao contrário da tendência de redução (também não significativa) 

observada para terpinen-4-ol. Somente para o estímulo com P. gingivalis (agonista 

de TLR2) foi observada redução significativa da produção de IL-4 para concentração 

de terpinen-4-ol (0,0073%). O alfa-terpineol não afetou produção de IL-4 (Figura 6). 

O trabalho de Chézet et al. [9] encontraram que o IL-4 foi induzido quando utilizado o 

TTO na concentração 0,01% em monócito e linfócitos humanos estimulados com 

lectina de Phaseolus vulgaris. 

IL-12 é uma citocina pró-inflamatória associada ao padrão de resposta Th1. A 

diminuição da inflamação com tratamento periodontal está associada a uma redução 

dos níveis de IL-12 nos tecidos [12]. Os níveis de IL-12 não foram modulados por 

nenhum dos componentes testados (Figura 8). 

IL-17 inclui três membros de família de citocinas, com marcante relevância na 

resposta adaptativa por sua ação mediadora da atividade de citocinas associadas à 
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resposta imune inata; além de contribuir para a formação de osteoclastos com 

consequência na modulação da reabsorção óssea inflamatória, por exemplo na 

doença periodontal destrutiva [11, 12, 13, 14]. 

A IL-17 liga-se ao receptor IL-17R, agentes terapêuticos que antagonizam 

esta sinalização são uma opção clínica, para tratamento de doenças inflamatórias 

que não respondem a terapia convencional [24]. O terpinen-4-ol reduziu 

significativamente a produção de IL-17 induzida tanto por agonista de TLR2 quanto 

por agonista de TLR4, sendo este efeito dose independente (Figura 10). 

A produção de citocinas analisadas por macrófagos após ativação de TLRs é 

dependentes das vias NF-kB, p38 MAP-Kinase e ERK, exceto a IL-17 que não foi 

dependente da ERK quando ativada por TLR4 (Figura 11). Como o óleo e seus 

componentes não modularam a ativação de NF-kB, ERK  e p38 MAP-Kinases 

efeitos modulatórios destes compostos não são mediados por estas vias (Figuras 12 

e 13). 

Os resultados do presente estudo revelam que o componente do óleo com 

maior atividade modulatória na produção das citocinas avaliadas é também o mais 

abundante na composição do TTO, o terpinen-4-ol. O óleo total não tem ação sobre 

a produção de INF-γ, IL-4, IL-12 e IL-17, entretanto, o terpinen-4-ol isoladamente, 

em concentrações equivalentes à quantidade presente nas concentrações de TTO 

utilizadas, revelou atuação modulatória sobre INF-γ, IL-4 e IL-17. É possível que 

outros componentes presentes no TTO possam antagonizar, neutralizar ou interferir 

na biodisponibilidade do terpinen-4-ol. O alfa-terpineol não exerceu efeito 

modulatório na produção das citocinas avaliadas após ativação de TLR2 e 4.  

Em resumo, o terpinen-4-ol é o componente do óleo de Melaleuca alternifolia 

capaz de influenciar a produção de citocinas relevantes para a modulação da 
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imunidade adaptativa. Porém, o entendimento de seus efeitos na polarização da 

resposta das células T deverá ser analisado em estudos in vitro utilizando células T, 

em experimentos de co-cultura de linfócitos e monócitos e também em modelos in 

vivo. O potencial deste componente na modulação da resposta imune pode ter 

implicações terapêuticas importantes para diversas condições associadas à resposta 

inflamatória crônica, como as doenças periodontais. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Com base nos experimentos realizados e nas informações obtidas temos as 

seguintes considerações: 

1 O óleo de Melaleuca alternifolia, o terpinen-4-ol e o alfa-terpineol exercem 

efeito modulador na produção de citocinas por monócitos diferenciados em 

macrófagos após estímulo de TLR2 e 4. 

2 O óleo de Melaleuca alternifolia é capaz de diminuir a produção de citocinas 

pró-inflamatórias como IL-1β, IL-6, mas não tem influência sobre TNF-α, INF-

γ, IL-12, IL-17.  Para citocinas anti-inflamatórias o óleo diminui os níveis de IL-

10 e não interfere na IL-4. 

3 O terpinen-4-ol diminui a produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, 

IL-6, INF-γ e IL-17, mas não tem influência sobre TNF-α e IL-12.  Para 

citocinas anti-inflamatórias, há diminuição nos níveis de IL-10 e IL-4 quando 

ativado por P. gingivalis.  

4 O alfa-terpineol diminui a produção de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β 

e IL-6, mas não tem influência sobre TNF-α,  INF-γ, IL-12 e IL-17.  Para 

citocinas anti-inflamatórias, há diminuição nos níveis de IL-10 e não interfere 

na IL-4. 

5 O terpinen-4-ol demonstrou ser o principal componente ativo do óleo de 

Melaleuca alternifolia. 

6 A atividade modulatória  dos óleos sobre as citocinas não se dá pela 

regulação do NF-kB, ERK e p38 MAP-Kinases. 
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ANEXO 1 

 

1 Avaliação da ação do TTO, terpinen-4-ol e alfa-terpineol na expressão de 

citocinas na ausência de estímulo com LPS. 

Sem a presença do estímulo com os LPS em cultura de macrófagos não há 

modificações na produção de TNF-α  por estas células (Figura 1). 

 

Figura 1. Efeito das maiores e menores concentrações do TTO, terpinen-4-Ol e alfa-

terpineol na secreção de TNF-α (Teste-t comparando o macrófago com os demais 

p<0,05). Araraquara, 2013. 
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Os óleos sozinhos, sem o LPS, não produziram alterações significativas nos 

níveis de IL-1β produzidos por macrófagos. Apesar do TTO 0,015% ter provocado 

elevação na produção de IL-1β, esta diferença não foi significativa ao ser comparada 

com o macrófago (Figura 2). 
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Figura 2. Efeito das maiores e menores concentrações do TTO, Terpinen-4-Ol e 

Alfa-terpineol na secreção de IL-1β (Teste-t comparando o macrófago com os 

demais p<0,05). Araraquara, 2013. 

 

 

 
 

Os óleos sozinhos não induziram alterações nos níveis de IL-6 produzidos por 

macrófagos (Figura 3). 

 

Figura 3. Efeito das maiores e menores concentrações do TTO, Terpinen-4-Ol e 

Alfa-terpineol na secreção de IL-6 (Teste-t comparando o macrófago com os demais 

p<0,05). Araraquara, 2013. 
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Sem a atuação de um estímulo com LPS de E. coli  e P. gingivalis o terpinen-

4-ol  0,059% e alfa-terpineol 0,0064% induziram uma queda significativa na 

produção de IL-10. As demais concentrações testadas não acarretaram alterações 

desta citocina nas culturas celulares, na ausência de LPS (Figura 4). 

 

Figura 4. Efeito das maiores e menores concentrações do TTO, Terpinen-4-Ol e 

Alfa-terpineol na secreção de IL-10 (Teste-t comparando o macrófago com os 

demais p<0,05). Araraquara, 2013. 
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O óleo e seus componentes sozinhos também não ocasionaram alterações 

na produção de IL-12 (Figura 5). 
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Figura 5. Efeito das maiores e menores concentrações do TTO, Terpinen-4-Ol e 

Alfa-terpineol na secreção de IL-12 (Teste-t comparando o macrófago com os 

demais p<0,05). Araraquara, 2013. 
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Para o TTO 0,015% observou-se pequeno aumento na produção de de INF-γ. 

O alfa-terpineol 0,0007% provocou diminuição dos níveis desta citocina, mesmo sem 

a adição de LPS. Para os demais óleos individualmente, não foi observada alteração 

nas concentrações desta citocina (Figura 6). 

 

Figura 6. Efeito das maiores e menores concentrações do TTO, Terpinen-4-Ol e 

Alfa-terpineol na secreção de INF-γ (Teste-t comparando o macrófago com os 

demais p<0,05). Araraquara, 2013. 
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Os níveis de IL-4 foram semelhantes aos de INF-γ quando as células não 

receberam estímulo de LPS (Figura 7).  

 

Figura 7. Efeito das maiores e menores concentrações do TTO, Terpinen-4-Ol e 

Alfa-terpineol na secreção de IL-4 (Teste-t comparando o macrófago com os demais 

p<0,05). Araraquara, 2013. 
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Os óleos não induziram alterações nos níveis de IL-17 na ausência de 

estímulo com LPS (Figura 8). 

 

Figura 8. Efeito das maiores e menores concentrações do TTO, Terpinen-4-Ol e 

Alfa-terpineol na secreção de IL-17 (Teste-t comparando o macrófago com os 

demais p<0,05). Araraquara, 2013. 

IL-17

Mac
róf

ag
o

DMSO Ec Pg

TTO 0,
01

5

TTO 0,
00

4

T4O
L 0

,05
9

T4O
L 0

,00
73

Alfa
 0,

00
64

Alfa
 0,

00
07

0

2×10-05

4×10-05

6×10-05

8×10-05

* *

pg
/m

L

 



 

 

92 

ANEXO 2 

 

1 Estudo piloto 1 - Determinação da concentração de PMA utilizada na 

diferenciação de monócitos em macrófagos. 

 

1.1 Material e Métodos 

Os monócitos U937 são células imortalizadas que se apresentam em 

suspensão e quando estimuladas com PMA adquirem características de 

macrófagos, aderindo-se no frasco de cultivo. A literatura apresenta diferentes 

concentrações de PMA por isto a justificativa do estudo piloto 43, 64, 66, 77, 78, 82. 

Três concentrações de PMA (10ng/mL, 40ng/mL e 250ng/mL) foram 

selecionadas e dois tempos de exposição (24 e 48h) foram testados com um período 

de recuperação de 24h66. 

Antes da aplicação do PMA, células U937 (25 x 104cel/mL) foram cultivadas 

em frascos 182-cm2 com 25 mL meio de cultura (RPMI 1640, 10% de soro fetal 

bovino e 1% de penicilina-estreptomicina) e mantidos a 37° C em 5% CO2 em 

ambiente constantemente umidificado durante dois dias. 

Adicionou-se diferentes concentrações de PMA aos monócitos (1 x 

106cel/mL) e seguida semeou-se em placa de microtitulação com 24 poços. Os 

grupos analisados foram: 

a.  U937 

b. 10ng/mL por 24h; 

c. 10ng/mL por 24h mais fase de recuperação (sem PMA) de 24h; 

d. 40ng/mL por 24h; 

e. 40ng/mL por 24h mais fase de recuperação (sem PMA) de 24h;  
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f. 250ng/mL por 24h;  

g. 250ng/mL por 24h mais 24h de recuperação (sem PMA) de 24h; 

h. 40ng/mL por 48h; 

i. 40ng/mL por 48h mais fase de recuperação (sem PMA) de 24h; 

j. 250ng/mL por 48h;  

k. 250ng/mL por 48h mais fase de recuperação (sem PMA) de 24h. 

 

A viabilidade celular foi avaliada por meio do Azul de Tripan 0,4%, na 

proporção de 1:1. O controle negativo para o cálculo da viabilidade foi a cultura 

celular U937 sem PMA. Para soltar as células aderidas, os poços foram lavados 

duas vezes com PBS e depois adicionado Tripsina 0,25% (GIBCO by Life 

Technologies), durante 8 minutos. A solução foi então neutralizada com adição, do 

dobro de volume da tripsina, de  RPMI 1640 (10% de soro fetal bovino e 1% de 

penicilina-estreptomicina). 

 

2 Estudo piloto 2 - Determinação das concentrações dos lipopolissacarídeos 

utilizados e se a célula não diferenciada (U937) seria mais responsiva ao 

estímulo do que a diferenciada com PMA (macrófago) 

 

2.2 Material e Métodos 

Neste piloto foram utilizadas duas concentrações dos LPS de P. gingivalis e 

E. coli nos monócitos e em macrófagos. Tal estudo foi adicionado devido a um 

questionamento que surgiu ao longo da pesquisa. Se as células monocíticas  já 

estimuladas com o PMA seriam capazes de responder bem a adição do LPS. 
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Para macrófago as células foram cultivadas e diferenciadas como já descrito. 

Já, para a célula não diferenciada U937, o protocolo adotado foi de cultivo celular 

em frascos 182-cm2 (25 x 104cel/mL) com 25 mL meio de cultura (RPMI 1640, 10% 

de soro fetal bovino e 1% de penicilina-estreptomicina, 37° C em 5% CO2) em 

ambiente constantemente umidificado durante dois dias. Após este período, a 

concentração de 1 x 106cel/mL foi semeada em placa de microtitulação com 12 

poços. 

Em seguida, procedeu-se o estímulo das células com LPS P. gingivalis 

(100ng/mL e 1μg/mL) e E. coli (1μg/mL e 10μg/mL) nos tempos de 2, 6 e 24horas. 

Ao final destes períodos, para os monócitos o meio foi coletado centrifugado 

1.500 rpm por 5 minutos e o pellet lavado com PBS para depois adicionar o tampão 

de extração de RNA. Para os macrófagos, o meio de cultura foi aspirado, as células 

lavadas com solução salina fosfatada tamponada (PBS pH 7,4) e coletadas em 

tampão de extração do kit RNAqueous®-4PCR (Applied Biosystems) empregado no 

isolamento do RNA total, seguindo as recomendações do fabricante.  

A quantidade e a pureza do RNA foram verificadas por espectrofotometria 

(Nanovue GE Helthcare Live Sciences) e foi utilizada apenas as amostras que 

apresentaram relação A260/A280 entre 1.8 e 2.0. Um total de 100 ng de RNA total 

foi utilizado para a síntese de cDNA utilizando o kit High Capacity cDNA (Applied 

Biosystems) de acordo com o manual do fabricante. 

O cDNA foi utilizado para determinação da quantidade relativa de RNAm dos 

genes-alvo em reação de PCR em tempo real utilizando o sistema de detecção 

TaqMan e pares de primers e sondas pré-desenhados e otimizados (TaqMan Gene 

Expression Assays, Applied Biosystems) para TNF-α (Hs00174128), IL-8 

(Hs00174103). A avaliação da regulação da expressão gênica foi feita após 



 

 

95 

normalização dos resultados para a expressão de gene constitutivo não modulado 

pelas condições experimentais (GAPDH Hs02758991) de forma comparativa pelo 

método ( Ct) utilizando o software de controle da termocicladora (StepOne Plus, 

Applied Biosystems). 

 

3 Estudo piloto 3 - Determinar o tempo de exposição do LPS para avaliação da 

ativação das vias de sinalização 

 

3.1 Material e Métodos 

Culturas de macrófagos (1.0 x 106 cel/mL, 37oC, 5% CO2) foram cultivadas 

em placas de 60cm2 com RPMI-1640, com 1% de soro fetal bovino, sem penicilina-

estreptomicina. Posteriormente, adicionou-se o LPS de P. gingivalis e LPS de E. coli 

por 10, 30 e 60 minutos. O anticorpo primário monoclonais utilizado foi Phsopho-Mek 

½ (Cell Signaling). O grupo controle foi o macrófago sem LPS. Ao final do período 

experimental o protocolo adotado foi o mesmo descrito em materias e métodos para 

Western Blot.  
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ANEXO 3 
 
 
1 Resultado da análise dos componentes do óleo de Melaleuca 

Para a obtenção dos valores dos componentes do óleo e verificação da 

compatibilidade com a ISO 4730 optou-se pela cromatografia, realizada no Instituto 

de Química da Universidade Federal de São Carlos (USP) com a colaboração Prof. 

Dr. Paulo Jorge M. Cordeiro. Os valores percentuais para terpinen-4-ol e alfa-

terpineol foram respectivamente: 47.66% e 5.13%. A Tabela 1 demonstra as 

proporções dos componentes do óleo de Melaleuca segundo a ISO 4730. Pode-se 

observar que os valores obtidos na cromatografia do óleo utilizado na pesquisa 

estão dentro dos padrões. 

 

Tabela 1. Composição do óleo de Melaleuca segundo os padrões ISO 4730 em 

comparação com os dados obtidos na cromatografia do óleo utilizado na pesquisa. 

Tabela adaptada de Carson et al., (2006)*. Araraquara, 2013. 

 
Componente 

 
Composição (%) 

ISO 4730 a 
Composição 
do óleo da 

SIGMA 
Terpinen-4-ol 
γ-Terpineno 
α-Terpineno 
1,8-Cineole 
Terpinoleno 
ρ-Cymene 
α-Pinene 
α-Terpineol 
Limoneno 

≥30 b 
10-28 
5-13 
≤15 c 
1,5-5 

0,5-12 
1-6 

1,5-8 
0,5-4 

47,66 
23,58 
6,45 
1,05 
3,56 
2,58 
2,83 
5,13 
1,0 

a ISO 4730, Organização Internacional para Padronização.  
b Nenhum limite superior está definido, embora 48% sejam propostos.  
c Nenhum limite inferior está definido. 

 
*Fonte: Carson CF, Hammer KA, Riley TV. Melaleuca alternifolia (Tea Tree) 
Oil: a Review of Antimicrobial and Other Medicinal Properties. Clin Microbiol 
Rev. 2006; 19(1): 50-62. 
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Segundo de Hart et al.40 (2000) a atividade anti-inflamatória do TTO 

encontrada foi nas concentrações de 0,125% e 0,062%. Baseados nestes valores e 

nos percentuais da cromatografia foram estipulados os valores para terpinen-4-ol e 

alfa-terpineol. O presente trabalho adotou as seguintes concentrações apresentadas 

na Tabela 2.  

 
 

Tabela 2. Concentrações das porções do TTO para a execução dos experimentos. 

Araarquara, 2013. 

 
Componente 

 
Concentração (%) 

TTO 0.5 0.25 0.125 0.062 0.031   0.015 

Terpinen-4-ol 0.288 0.119 0.059 0.029 0.014 0.0073 

α-Terpineol 0.0256 0.0128 0.0064 0.0031 0.0015 0.0007 

 
 
 
2 Resultado do estudo piloto 1 
 

A concentração de PMA 40ng/mL por 24h com troca de meio em 24h foi a 

que apresentou maior número de células viáveis pelo Azul de Tripan (Figura 1). Por 

isto ela foi adotada como concentração de PMA e tempo de exposição para 

diferenciação de monócitos U937 em macrófagos. 
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Figura 1.  Número de células/mL x Concentrações de PMA analisado por meio do 

teste de Azul de Tripan. Araraquara, 2013. 
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3 Resultado do estudo piloto 2 
 

Para o estímulo com LPS de E. coli, a produção de mRNA de TNF-α pelos 

macrófagos foi mais responsiva do que os monócitos. O fator tempo foi determinante 

para o estímulo de 24h, o qual produziu menor expressão de mRNA (Figura 2). 

A expressão de TNF-α para a concentração do LPS (P. gingivalis) em 1μg/mL 

produziu um maior estímulo em 2h de exposição do que 100ng/mL em monócitos 

(Figura 3). Apesar de a diferença não ter sido significativa para a concentração do 

LPS para macrófago, visivelmente células estimuladas com 1μg/mL expressaram 

maiores concentrações de mRNA para TNF-α  que as demais. Assim a 

concentração de 1μg/mL foi escolhida para estímulo com LPS de P. gingivalis 

(Figura 3). Para E. coli, como não houve diferença significativa entre as doses, a 

concentração utilizada foi de 1μg/mL (Figura 2). 
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Figura 2. Quantificação do mRNA de TNF-α por PCR em tempo real, o controle 

endógeno foi GAPDH. Diferença significativa indicada pelo asterisco  (Teste-t e 

ANOVA one way p<0,05). Araraquara, 2013. 

 

 

Figura 3. Quantificação do mRNA de TNF-α por PCR em tempo real, o controle 

endógeno foi GAPDH. Diferença significativa indicada pelo asterisco  (Teste -t e 

ANOVA one way p<0,05). Araraquara, 2013. 
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A expressão de IL-8 para o estímulo com P. gingivalis não apresentou 

diferença entre monócitos e macrófagos (Figura 5). Para U937, a dose de 1μg/mL 

produziu um maior estímulo para expressão de IL-8 e melhor tempo de exposição foi 

o de 6h. Para os macrófagos não houve diferença entre tempos e doses (Figura 4 e 

5). 

 

Figura 4. Quantificação do mRNA de IL-8 por PCR em tempo real, o controle 

endógeno foi GAPDH. Diferença significativa indicada pelo asterisco  (Teste-t e 

ANOVA one way p<0,05). Araraquara, 2013. 
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Figura 5. Quantificação do mRNA de IL-8 por PCR em tempo real, o controle 

endógeno foi GAPDH. Diferença significativa indicada pelo asterisco  (Teste-t e 

ANOVA one way p<0,05). Araraquara, 2013. 

  
  
 

4 Resultado do estudo piloto 3 
 

 
O estímulo por 10 minutos com LPS de E. coli foi suficiente para induzir via de 

sinalização celular (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Análise de Western blot com diferentes tempos de estímulo com LPS de 

E. coli para o anticorpo MEK (45kDa). Normalização com GAPDH (37kDa). 

Araraquara, 2013. 
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