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RESUMO

Atividades biologicas do terpinoleno: revisao sistematica e efeito anti-inflamatdério em modelo
murino

RESUMO

Introducdo: O terpinoleno é um monoterpeno lipossollvel presente em diversas espécies vegetais. Até o
momento, estudos de diversas atuagBes desse terpeno sdo de quantidade reduzida na literatura cientifica
dificultando o acesso e a compreensdo necessarios para a evolugdo da pesquisa e futuro desenvolvimento de
novos produtos. Objetivo: Elucidar as potencialidades biol6gicas do terpinoleno, elencando suas
bioatividades, bem como, avaliar seu potencial anti-inflamatério em modelo murino. Metodologia: A revisdo
sistematica foi executada segundo as diretrizes do PRISMA.20 nas seguintes bases de dados: Embase,
Medline/PubMed, Scopus, e Web of Science; e a potencial atividade anti-inflamatdria em camundongos (Mus
musculus), albinos, cepa Swiss de ambos 0s sexos, com massa corpérea entre 20-30 g pelos ensaios de
formalina, edema de pata induzido por carragenina, dextrana, histamina, araquidénico (AA) e prostaglantina
E, (PGE>), edema de orelha induzido por dleo de créton e granuloma induzido pela implantacédo de pellets de
algodé&o, todos com resultados comparados aos do grupo controle negativo (CEUA 00346/2019-2). Resultados
e discussdes: Na revisdo sistematica foram encontrados artigos usando os descritores: terpinolene “AND”
activity “OR” properties “OR” therapeutic “OR” treatment. Posteriormente, foram retirados os artigos
duplicados e, apds aplicacdo dos critérios de incluséo e excluséo, resultou na selecdo de 57 artigos. A analise
destes artigos demonstrou que o terpinoleno possui toxicidade in vitro e in vivo (inseticida, larvicida, repelente,
acaricida) bem caracterizada e, perfil de bioatividades antiflngica, antibacteriana e antiviral e, ambos perfis,
correlacionados com a atividade antioxidante. Avalia¢do da a¢do anti-inflamatdria tépica no edema de orelha
induzido por 6leo de créton mostrou que todos as concentragdes testadas (5, 10 e 20 mg/mL) exerceram efeitos
antiedematogénicos significantes. O terpinoleno demonstrou significativa a¢do anti-inflamatoria, sendo a dose
de 200 mg/kg a mais efetiva. Além disso, o terpinoleno (200 mg/kg) demonstrou efeitos analgésicos
significantes no teste de formalina, com a reducdo dos tempos de lambedura e mordedura na fase 1 e 2. Todas
as doses (50, 100 e 200 mg/kg) do terpinoleno inibiram o edema de pata induzido por carragenina, e a dose de
200 mg/kg nos edemas de pata induzidos por dextrana, histamina (inibicdo discreta e tardia), AA e PGE..
Sugerindo que os seus feitos anti-inflamatdrios podem resultar da a¢do na via dos eicosanoides (AA e PGE,).
Em modelo de inflamacdo crénica (granuloma induzido pela implantagéo de pellets de algod&o), foi observado
gue a dose de 200 mg/kg, foi capaz de reduzir do peso dos pellets e o teor de proteinas totais. Conclusdes: Os
dados levantados indicaram haver uma necessidade de explorar pesquisas que elucidem seu mecanismo de
acdo e potenciais usos ambientais e terapéuticos. Foi demonstrado, por meio de ensaios pré-clinicos que a agao
anti-inflamatdria do terpinoleno esta possivelmente relacionado com a capacidade de interferéncia na via dos
eicosandides, reducdo do potencial oxidativo por decorrente da agdo antioxidante e reducdo da liberacéo de
citocinas. No entanto, devido a sua ampla diversidade de atividades biolégicas, o terpinoleno certamente
motivara o interesse da pesquisa cientifica, o que podera contribuir significativamente para o desenvolvimento
de novos produtos.

Palavras-Chave: Terpinoleno. Inflamacdo. Modelo murino. Revisao sistematica. Atividade
Antiedematogénica.

Agradecimentos: URCA, PPQB, LFQM, CNPq, Capes, Finep e Funcap.
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IMPORTANCIA/RELEVANCIA PARA A SOCIEDADE

Como o estudo de substancias naturais ou produzidas pelo homem para a inflamacéo e outras
atividades impactam na vida das pessoas? Quando estamos com o dente inflamado, vermelho,
inchado e muito dolorido, € comum utilizar remédios chamados anti-inflamatdrios para reverter esses
sintomas. Nesse estudo, foram realizados varios experimentos 0s quais mostraram que o terpinoleno,
uma substancia presente em varias plantas, é capaz de reduzir os sintomas que provocam desconfortos
da inflamacdo. Nossas pesquisas também mostraram que esta substancia tem uma agao contra insetos,
pragas, além de outras atividades. Assim, este estudo ajudou a demonstrar a possibilidade deste
composto para tratamento da inflamacéo, producao de repelentes, entre outros, servindo como uma
estrutura modelo para a fabricacdo de novos medicamentos.
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ABSTRACT

Biological activities of terpinolene: systematic review and anti-inflammatory effect in a
murine model.

ABSTRACT

Introduction: Terpinolene is a fat-soluble monoterpene present in several plant species. To date, studies on
the various actions of this terpene are few in the scientific literature, hindering the access and understanding
necessary for the evolution of research and future development of new products. Objective: To elucidate the
biological potential of terpinolene, listing its bioactivities, and to evaluate its anti-inflammatory potential in a
murine model. Methodology: A systematic review was performed according to the PRISMA guidelines.20
guidelines in the following databases: Embase, Medline/PubMed, Scopus, and Web of Science; and the
potential anti-inflammatory activity in albino Swiss strain mice (Mus musculus) of both sexes, with body mass
between 20-30 g by the formalin, carrageenan-induced paw edema, dextran, histamine, and arachidonic acid
(AA) assays, arachidonic acid (AA) and prostaglandin E, (PGE2), ear edema induced by croton oil and
granuloma induced by cotton pellet implantation, all with results compared to the negative control group
(CEUA 00346/2019-2). Results and discussions: In the systematic review, articles were found using the
descriptors: terpinolene "AND" activity "OR" properties "OR" therapeutic "OR" treatment. Subsequently,
duplicate articles were removed and, after applying the inclusion and exclusion criteria, resulted in the selection
of 57 articles. The analysis of these articles showed that terpinolene has well-characterized in vitro and in vivo
toxicity (insecticide, larvicide, repellent, acaricide) and antifungal, antibacterial, and antiviral bioactivity
profiles, both profiles correlated with antioxidant activity. Evaluation of the topical anti-inflammatory action
on ear edema induced by croton oil showed that all concentrations tested (5, 10, and 20 mg/mL) exerted
significant antiedematogenic effects. Terpinolene demonstrated significant anti-inflammatory action, with the
200 mg/kg dose being the most effective. In addition, terpinolene (200 mg/kg) demonstrated significant
analgesic effects in the formalin test, with reduced licking and biting times in phases 1 and 2. All doses (50,
100, and 200 mg/kg) of terpinolene inhibited carrageenan-induced paw edema, and the 200 mg/kg dose
induced paw edema by dextran, histamine (mild and late inhibition), AA, and PGE;. Suggesting that its anti-
inflammatory feats may result from acting on the eicosanoid pathway (AA and PGE>). In a model of chronic
inflammation (granuloma induced by the implantation of cotton pellets), it was observed that the dose of 200
mg/kg, was able to reduce the weight of the pellets and the total protein content. Conclusions: The data
collected indicated that there is a need to explore research to elucidate its mechanism of action and potential
environmental and therapeutic uses. It was demonstrated through pre-clinical trials that the anti-inflammatory
action of terpinolene is possibly related to its ability to interfere with the eicosanoid pathway, reduce the
oxidative potential due to antioxidant action, and reduce cytokine release. However, due to its wide diversity
of biological activities, terpinolene will certainly motivate the interest of scientific research, which can
significantly contribute to the development of new products.

Keywords: Terpinolene. Inflammation. Murine model. Systematic review. Antiedematogenic activity.

Acknowledgements: URCA, PPQB, LFQM, CNPq, Capes, Finep e Funcap.

Abstract



1 INTRODUCAO GERAL

Em pesquisas recentes vem surgindo a necessidade de conhecer as potencialidades dos
compostos quimicos, as pesquisas sdo conduzidas constantemente a fim de identificar de forma agil
e confidvel as aplicagcdes farmacoldgicas desses compostos, dentre eles, os derivados de plantas
medicinais se destacam pelas mais diversas propriedades ja utilizadas na medicina tradicional. Para
tal, as investigacdes sdo executadas por meio de metodologias que respeitam os parametros éticos
vigentes para a melhor avaliagdo com protocolos e técnicas disponiveis, possibilitando uma
abordagem pertinente considerando as limitagfes inerentes ao processo (ANIMALS, 2011; GIL,
2008; GOMES, Renata de Pinho et al., 2012; MENDONCA; ANDRADE; FLORENZANO, 2006).

Os processos metodoldgicos aplicados geram resultados que, por sua vez, sdo disseminados
por meio da divulgacdo cientifica. Tais achados podem ser publicados em diferentes formatos,
incluindo principalmente artigos primarios ou revisdes (GOMES, Isabelle Sena; CAMINHA, 2014).

O presente trabalho de dissertagdo prop6s identificar a atividade anti-inflamatdria em modelo
murino do composto terpinoleno (originando um artigo primario com os dados experimentais) e
realizar uma revisdo sistematica de suas bioatividades. Embora a pesquisa tenha-se iniciado com o
estudo experimental da atividade anti-inflamatoria, o fluxo da dissertacdo apresenta primeiro a
revisdo sistemética (a primeira a ser concluida devido a paralizacdo das atividades durante as fases
mais criticas do periodo pandémico e as medidas sanitarias impossibilitarem o deslocamento a partir
do més de marco de 2020 as dependéncias da Universidade Regional do Cariri (URCA) para a
realizacdo dos experimentos previstos e incerteza na obtencéo de resultados suficientes para submeter
0 artigo anteriormente a qualificacdo e defesa), e, posteriormente os ensaios anti-inflamatérios foram
complementados para comporem o segundo artigo, o qual sera submetido em breve.

Em relacéo a revisao sistematica, esta foi executada metodologicamente segundo as diretrizes
do Preferred Reporting Items for Systematic Reviews e MetaAnalyses, com busca de artigos realizada
em bases de dados atraves de descritores especificos a fim de compilar em um sé artigo diversas
informacgGes pertinentes ao terpinoleno, dispersas na literatura cientifica e disponivel em artigos
cientificos originais (primarios), elencando todas as atividades ja publicadas a respeito desse
composto no periodo estipulado.

Anteriormente ao registro e execuc¢éo da revisao, foi realizada uma pesquisa com descritores
a fim de triar a melhor alternativa para execu¢do da revisdo sistematica. Constatou-se que esse
monoterpeno é amplamente descrito na composi¢ao quimica de diversas plantas medicinais e seus
respectivos extratos. Entretanto, as propriedades farmacologicas do terpinoleno estudado

isoladamente (composto puro) sdo pouco recorrentes quando comparados a gama de atividades
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bioldgicas das plantas medicinais que tem o terpinoleno presente na composicdo, e eram mais
escassos ainda em buscas com descritores representativos de uma acdo farmacoldgica especifica.
Tendo em vista a baixa acessibilidade, a reviséo foi conduzida de modo a elencar todas as atividades
bioldgicas em ensaios pré-clinicos elencadas acerca do terpinoleno.

Além da revisdo sistematica, foram realizados ensaios de triagem da avaliacdo anti-
inflamatoria, especialmente voltados a acdo antiedematogénica. Uma vez que o aprofundamento do
papel anti-inflamatorio é vantajoso para evitar ou retardar progressao de uma inflamacgéo aguda para
danos irreversiveis da fase cronica, como a perda de fungdo (SCHMID-SCHONBEIN, 2006). Para
essa determinacdo, sdo utilizados métodos a fim de avaliar se o terpinoleno é ou ndo capaz de reduzir
os danos inflamatorios por meio de modelos experimentais aliados a respostas organicas e 0s
principios farmacologicamente associados. Embora os modelos delimitados para compor esse estudo
sejam principalmente relacionados ao sinal cardinal: edema (avaliagdo do potencial
antiedematogénico) por injecdo intraplantar de agente irritante, também foram realizados um modelo
topico e um de inflamacéo cronica.

Segundo Schmid-Schénbein (2006), edema é um dos sinais cardinais da inflamacao
caracterizado por promover aumento do volume da pata. Nesses estudos, os pesquisadores avaliam a
indiferenca ou ativacdo dos causadores desse sinal inflamatoério, os mediadores quimicos envolvidos
respondem de acordo com o agente indutor, possibilitando relacionar a via de sinalizacdo (LAM;
FERRELL, 1989; PATIL et al., 2019; WINTER; RISLEY; NUSS, 1962).

Em relacdo a possivel efetividade do terpinoleno, a metodologia foi estruturada para
identificar inicialmente se 0 composto agia de forma anti-inflamatoria e/ou antinociceptiva por meio
do teste de formalina (HUNSKAAR; HOLE, 1987; TIJLSEN et al., 1992), no qual observou-se
efeito promissor para ambas as fases, mas com inibicdo mais representativa na nocicep¢do mediada
por mediadores inflamatorios (fase 2) e optamos por mais ensaios por essa vertente. Com relacédo a
investigacdo do possivel efeito antiedematogénico, foram realizados: edema de orelha induzido pela
aplicacdo Unica de 6leo de croton (TUBARO et al., 1986), edema de pata induzido por carragenina,
dextrana 1% (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962), histamina 1% (MALING et al., 1974), acido
araquidonico (DIMARTINO et al., 1987), prostaglandina E2 (CAMPOS; CALIXTO, 1995) para
identificacdo de possivel via relacionada a efetividade do terpinoleno e a avaliacdo do perfil anti-
inflamatdrio crénico foi identificada por meio do granuloma induzido pela aplicacdo de pellets de
algoddo (LALITHA; SETHURAMAN, 2010) auxiliados pela obtencdo dos valores da pesagem e
dosagem de proteinas totais dos pellets. Esses ensaios podem ser encontrados de forma mais detalhada

na metodologia expandida (item 7.1) e nos capitulos Il (Revisdo sistemética) e Il (ensaios
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experimentais da atividade anti-inflamatdria). Desta forma esta dissertagdo apresenta a estrutura

mostrada na Figura 1
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Figura 1: Organograma geral da dissertacdo
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Identificar as atividades bioldgicas do terpinoleno por meio de revisdo sistematica e efeito
anti-inflamatdério em modelos experimentais murinos.

2.2. Objetivos Especificos

Identificar as atividades bioldgicas disponiveis na literatura através de revisdo sistematica;
e Delimitar os possiveis perfis de agdo do terpinoleno por predicdo computacional;

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria do terpinoleno por via topica (a¢do local) através do
modelo de edema de orelha induzido por 6leo de créton (agudo);

e Estudar o efeito do terpinoleno sobre a atividade anti-inflamatéria sistémica através do
modelo de edema de pata induzido por carragenina, dextrana, histamina, cido araquidénico
e prostaglandina E;

e Investigar a acdo do terpinoleno no modelo de inflamac&o crénico induzido pela implantacéo

de pellets de algodéo.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

A inflamacdo € um mecanismo organico motivado a garantir a defesa e homeostase,
entretanto, quando persistente, configura-se de um problema de satde por sua manifestacdo clinica
com sinais e sintomas indesejaveis (SCHMID-SCHONBEIN, 2006; VIVIER; MALISSEN, 2005).

Sendo a dor, um sinal particularmente incbmodo em ambas as etapas (inflamag&o aguda ou
tardia) e que quando o dano que provocou a inflamacéo nao é revertido, ou ha estimulo inflamatério
persistente, ocorrem agravos cada vez mais graves e/ou irreversiveis, caracteristicos em doencas
cronico-degenerativas. Portanto, estudos para eleger alternativas anti-inflamatérias sdo importantes,
desde a busca por possibilidades terapéuticas em substituicdo aos anti-inflamatérios nédo esteroidais
(AINES), classe de farmacos que promovem desconforto aos usuarios por promoverem inumeros
efeitos adversos (SA; ANDRADE; SOUSA, 2013; SILVA et al., 2019) tornando a investigacdo do
efeito anti-inflamatorio de substancias cada vez frequente.

Substéncias bioativas para a inflamagdo sdéo comumente analisadas quanto a sua capacidade
de minimizar efeitos indesejados, seja em seu uso isolado ou quando administrado de forma
combinada a anti-inflamatérios alopaticos ja utilizados na terapéutica convencional, a fim de
promover propriedades sinérgicas com esses farmacos, o que podem culminar na substituicdo ou
utilizacdo conciliada & medicacdo convencional, demandando de doses inferiores para atingir a
eficécia significativa (ANSARI; MORAIET; AHMAD, 2014). Nas identificacOes para esse e outros
potenciais terapéuticos, a pesquisa cientifica € uma ferramenta utilizada com a finalidade de resolver
questionamentos, solucionar problemas, validar ferramentas, dentre outras utilidades. Amplos
estudos sdo realizados preliminarmente, como ocorre nos pré-clinicos, compreendidos por ensaios in
silico, in vitro e in vivo (em animais ndo humanos), estes testes séo realizados em ambiente
extremamente controlado, permitindo menor interferéncia externa, maior confianca e
reprodutibilidade. Sendo importantes para identificar efeitos danosos que 0s compostos podem
oferecer a salde humana anteriormente a aplicacdo clinica, reduzindo a exposicdo precoce da
populacdo (GOMES et al., 2012).

O composto elencado para a conducdo dessa pesquisa foi o terpinoleno, monoterpeno
amplamente encontrado em varias espécies vegetais e ja é encontrado na formulacdo de
aromatizantes, perfumes e produtos de limpeza (FALK et al., 1990). Em relacdo a sua atuacdo na
producdo de medicamentos ainda ndo € destacada, embora j& hajam diversas bioatividades. Em estudo
de Menezes e colaboradores (2021). Identificou-se que, dentre outras atividades, o terpinoleno ja tem
muitos resultados antioxidantes, isso sugere possivel modula¢do no potencial anti-inflamatério

mesmo que ainda demande estudos para se elucidar de forma mais aprofundada.
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Acerca do potencial anti-inflamatério do terpinoleno em si, ainda ha poucas informacdes
disseminadas até o presente momento. Recentemente encontradas por meio dos estudos de Christo
Scherer et al. (2019) e Macedo et al. (2016) que avaliam o potencial do terpinoleno frente a
parametros inflamatorios em ensaios in vitro e in vivo respectivamente. Tendo em vista a baixa
acessibilidade de estudos do potencial anti-inflamatdrio e a importancia da atuacdo de novos ativos
na terapéutica da inflamagéo motivou nossa avaliacdo em modelo experimental.

O projeto inicial de execucdo do mestrado contemplava exclusivamente as etapas
experimentais de avaliacdo anti-inflamatdria do terpinoleno, entretanto, diante da impossibilidade de
realizar novos experimentos em funcdo das medidas sanitarias restritivas instaladas frente a pandemia
ocasionada pelo Covid-19, surgiu a necessidade de um trabalho alternativo, o qual decidimos
identificar de forma mais completa quais outras atividades bioldgicas esse composto é capaz de
exercer que esteja comprovada na literatura cientifica por meio de revisdo sistemética, capaz de
elencar uma diversidade de informagdes correlatas a respeito de um tema em especifico.

Tendo em vista todos os aspectos apresentados, fica evidente a relevancia da exploracdo do
potencial anti-inflamatério, bem como elencar as atividades do terpinoleno por revisao sistematica
(de elevado nivel de evidéncia e metodologia confidvel), adequada para atualizagdes em saude de
modo geral e capaz de proporcionar apresentacdo de dados sucinta e acessivel a pesquisadores
(GOMES; CAMINHA, 2014; THOMAS; NELSON; SILVERMAN, 2009) cujas pesquisas também
se desenvolvem a partir desse terpeno.

Portanto, o presente estudo visou elucidar a possivel atividade anti-inflamatoria do
terpinoleno por meio de estudos experimentais in vivo, e discriminar as atividades biologicas deste

descritas na literatura cientifica por meio de revisdo sistematica.

3.1 PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais sdo de uso rotineiro na medicina tradicional, cujos compostos interagem
com diversos mecanismos celulares propiciando efeitos bioldgicos, podendo modular respostas
fisiolégicas como: proliferacdo celular, resposta imunoldgica e apoptose, possibilitando atuacdes
terapéuticas ou toxicas, depender da situacdo a qual esta inserido e dimensao de impacto que pode
promover (CASANOVA,; COSTA, 2017). Os vegetais e seus derivados com estudos comprovativos
sdo de elevada relevancia e seguranga para o desenvolvimento de produtos e até de novas
biomoléculas que, quando bem empregadas, apontam beneficios consideraveis a salde e bem-estar.
Mesmo com o advento e preocupacdo cada vez mais difundido a avaliacdo desses vegetais e seus
componentes, grande parcela destes ndo possui, ainda, comprovacao cientifica que valide a seguranga

de sua utilizacdo, tornando necessarios avangos nas pesquisas para este propdsito (BOLZANI, 2016).
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Nesse aspecto, a incorporacédo e evolugdo da quimica de produtos naturais € importante para
0 desenvolvimento de produtos farmacéuticos, cosméticos, dentre outros, bem como embasar a
utilizag&o racional dos produtos e insumos desenvolvidos ou otimizados. Essa aplicagéo estimula a
busca por compreender e interligar os mecanismos ativos e as estruturas quimicas presentes nas
substancias obtidas a partir da biodiversidade brasileira (BOLZANI, 2016) propiciando o uso racional
que, por meio da identificacdo do potencial dos produtos naturais e seus derivados, € possivel
identificar sua efetividade benéfica ou prejudicial, direcionando sua utilizacdo ou descontinuagédo
(BRASIL; MINISTERIO DA SAUDE, 2006). A realizagio adequada das etapas necessarias para
obtencdo de insumos é essencial, desde a coleta até o processamento de amostras, pois ndo so afetard
a qualidade do produto final, mas também evitar danos ambientais em casos de coletas irregulares
(CUNHA E SILVA et al., 2012; PEGLOW,; VELLOSO, 2002), entretanto, se realizadas
apropriadamente, a utilizagdo de substancias de origem natural tendem a provocar menos danos ao
meio ambiente e demandam menor custo de execucao do que produtos de origem sintética (ANSARI,
MORAIET; AHMAD, 2014)

As atividades com extratos vegetais sdo amplamente investigadas por meio de ensaios in vivo
e in vitro para possivel aplicacdo nas areas de cosmética, alimenticia e perfumaria (FELIPE; BICAS,
2017), entretanto, por se tratarem de misturas complexas (alta heterogeneidade de compostos), 0s
estudos valorizam cada vez mais a compreensdo de compostos isolados, de forma a distinguir a
substancia estudada da efetividade apresentada sem interferéncia de demais componentes presentes
no extrato, elencando o ou os reais responsaveis pela acdo farmacologica (FELIPE; BICAS, 2017,
PATEL, 2015). Dessa forma, o estudo de compostos isolados configura-se como uma alternativa cada
vez mais utilizada para elucidacdo das bioatividades e de respostas organicas obtidas através de

experimentacdes.

3.2 METABOLITOS SECUNDARIOS: TERPENOS

O metabolismo vegetal € essencialmente dividido em primario e secundario, sendo o primeiro
(primério) essencial para manter a sobrevivéncia das plantas, presentes grupos como acidos nucleicos,
acucares, aminoacidos e lipideos, que compde a manutencgéo basica do organismo, enquanto que o
secundario apresentam uma abordagem especializada (FAMIANI et al., 2019; FELIPE; BICAS,
2017; KROYMANN, 2011).

Os metabdlitos secundarios sdo substratos do desenvolvimento de seres vivos como vegetais
e algumas espécies de fungos e bacteérias, eles existem por consequéncia evolutiva de 140 milhdes de
anos (MEWALAL et al., 2017). Tendo origem a partir do metabolismo organico na biossintese de
compostos, sendo capazes de realizar atracdo de polinizadores e protecdo a fatores degradantes como:

temperatura, ataque de patdgenos, herbivoria e estresse de acordo com a natureza do ser vivo e as
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condicdes as quais este € exposto (FELIPE; BICAS, 2017). Estes metabdlitos podem possuir
diferentes classes quimicas como: alcaloides, terpendides, polifenolicos e fenilpropanoides
(BORGES et al., 2017)

Inseridos na classificacdo de metabolitos secundarios, os terpenos, também conhecidos como
“alcenos naturais”, sdo hidrocarbonetos compostos por unidades de isopreno (PERVEEN, 2018;
SINGH; SHARMA, 2015), facilmente encontrados em 6leos essenciais apresentando-se com diversas
estruturas quimicas e atuacGes que permitem a ampla exploracdo pelos ramos farmacéuticos,
cosméticos e alimenticios (CASANOVA; COSTA, 2017; PADUCH et al., 2007).

Figura 2: Estrutura quimica do isopreno

Representacao tridimencional - 3D (b) do isopreno
Fonte: PubChem (Isoprene | CsHg - PUBCHEM, 2021)

https://pubchem.ncbi.nIm.nih.gov/compound/Isoprene#section=3D-Conformer&fullscreen=true

Os terpenos e terpendides conferem atividades ja comprovadas como: neurotréfica, citotoxica
e antimalarica (MAIMONE; BARAN, 2007), anti-inflamatoria, antitumoral e antimicrobiana (DE
MARTINO et al., 2015; FELIPE; BICAS, 2017) que denotam possivel utilizacdo para futuros
prototipos farmacoldgicos

A subunidade comum aos terpenos chama-se isopreno (2-metilbutadieno), com estrutura
composta por cinco carbonos (Cs) (L. RUZICKA, 1953). A regra do isopreno é bem aplicada para
identificar a maior parte das subclasses dos terpenos, uma vez que estes sao formalmente divisiveis e
nomeados de acordo com a quantidade de unidades isopreno (Cs) unidas, sendo 0s terpenos
compreendidos desde suas formas mais simples (isopreno), e ficando gradativamente cada vez mais
complexos, incluindo monoterpenos (Cio), sesquiterpenos (Cis), diterpenos (Czo), sesterpenos (Czs) e
triterpenos (Cso) e tetraterpenos (Cs) (PERVEEN, 2018).

As rotas de sintese estdo essencialmente divididas em 2: DXP (1- deoxy-d-xylulose-5-
phosphate) no interior do plasmideo e a via do mevalonato ocorre no citosol celular (KIRBY;
KEASLING, 2009). Os monoterpenos, se originam no interior de plasmideos a partir do GPP
(pirofosfato de geranilo) pela via DXP (1- deoxy-d-xylulose-5-phosphate) (figura 3). Compreendem
uma das subdivisbes mais simples dentre os terpenos, facilmente encontrados nos éleos essenciais
representando 90% da sua constituicio (BAKKALI et al., 2008; GUIMARAES; QUINTANS:;

8
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QUINTANS-JUNIOR, 2013; SATO, 2013), possuem dez carbonos em sua estrutura com duas
unidades de isopreno ligadas, baixa massa molecular e elevada volatilidade (FARKAS; MOHACSI-
FARKAS, 2014).

Os monoterpenos podem ser classificados como terpenos e terpendides. Ambos estdo contidos
na mesma classe, entretanto diferem quimicamente, pois 0s monoterpenos possuem cadeia de
hidrocarbonetos apenas, e 0s monoterpendides foram desnaturados por oxidacdo ou quimicamente
modificados, contendo heterodtomos observada, principalmente pela presenca de compostos
oxigenados em sua estrutura (SALAKHUTDINOV; VOLCHO; YAROVAYA, 2017). Suas
caracteristicas denotam larga viabilidade no desenvolvimento de novos medicamentos, aromas e
fragrancias (resultado da propriedade volatil dos monoterpenos), estimulando o recente interesse da
industria farmacéutica (GHASEMI et al., 2009) e de nutracéuticos (GUIMARAES; QUINTANS;
QUINTANS-JUNIOR, 2013). Pesquisas cientificas comprovam suas fungdes antimicrobianas,
hipotensivas, anti-inflamatérias e antipruriginosas (KIM, Taejoon et al., 2020; KORDALI et al.,
2005; MAHIZAN et al., 2019).

Figura 3: Vias de sinalizagdo para biossintese de metabdlitos secundarios por meio do metabolismo vegetal
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3.3 TERPINOLENO E SUAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

O terpinoleno é um monoterpeno monociclico de baixo peso molecular, ndo oxigenado, com
dez carbonos em sua estrutura (Formula molecular: CioHis; IUPAC: 1-methyl-4-propan-2-
ylidenecyclohexene) (PUBCHEM, 2021) (figura 4) que corresponde a ligagcdo de duas unidades
isopreno (Cs), com alta lipofilicidade e solubilidade sanguinea, e é usado em aromatizantes, perfumes
e produtos de limpeza (FALK et al., 1990). Esse monoterpeno é comumente encontrado na
composicdo de leos vegetais como em algumas espécies de pinheiros (GAD; AL-SAYED; AYOUB,
2021), Rosmarinus officinalis L. (NAPOLI et al., 2015), Illicium verum Hook. f. (anis estrelado)
(SHAHRAJABIAN; SUN; CHENG, 2021), entre outras.

Figura 4: Estrutura quimica do terpinoleno
A) B) j

Representacéo unidimensional: C1oH1s, 2D (A) e 3D (B) do terpinoleno
Fonte: PubChem (Terpinolene | CioH16 - PUBCHEM, 2021)

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Terpinolene#section=Structures&fullscreen=true

Estudos identificaram que o terpinoleno tem producdo superior em plantas expostas a
estimulos agressores externos (como alteracbes ambientais, climaticas e parasitas), quando
comparados com outras nio submetidas & mesma incitagdo nociva (FALDT et al., 2003; PONTIN et
al., 2015; SAFAEIAN; AMIN; AZARNIVAND, 2012). A defesa especializada desenvolvida pelo
vegetal frente a esses agentes sugere que o terpinoleno esteja intimamente relacionado com a
efetividade expressa pela planta que o contém (BOLTON, 2009; FAMIANI et al., 2019).

Evidéncias demonstram que extratos apresentando o terpinoleno em sua constituicao,
possuem um potente acdo antiproliferativa para células tumorais por diminuigdo da expressdo a
proteina kinase 1, que permeia a proliferacdo celular e consequente progressdo do céancer
(OKUMURA et al., 2012) e atividades biologicas como: antioxidante (CHEN et al., 2004),
antifingica (HAMMER; CARSON; RILEY, 2004) e acdo larvicida (CONTI et al., 2012).0
terpinoleno (composto puro) demonstrou efetividade antiproliferativa contra células tumorais
(AYDIN; TURKEZ; TASDEMIR, 2013), antifingica (DAVIS et al., 2018; PINTO et al., 2020),
inseticida (DAVIS et al., 2018; LIU et al., 2020; PAVELA et al., 2018; PINTO et al., 2020), dentre

outras atividades previamente descritas na literatura cientifica.
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Estudos realizados anteriormente apresentam dados em relacdo a acdo anti-inflamatoria do
terpinoleno (DE CHRISTO SCHERER et al., 2019; MACEDO et al., 2016) e outros como Christo
et al. (2019), Emami et al. (2011), Lu et al., (2019), entre outros pesquisadores, demonstraram que 0

terpinoleno inibiu o estresse oxidativo, sendo ele possivel candidato para a inflamacé&o.

3.4 INFLAMACAO

O processo inflamatdrio € uma resposta organica que busca retornar ao estado homeostatico
e integridade tecidual. Ele faz parte da resposta imune, os quais podem ser estimulados por sinais de
origem exogena (como patdgenos) ou enddgena, sejam eles de natureza fisica, quimica ou bioldgica
(VIVIER; MALISSEN, 2005). Na existéncia de uma lesdo tecidual, sdo acionados mecanismos
imunes de controle a fim de limitar os danos e auxiliar a regeneracdo. Estes mecanismos estdo
inseridos na resposta inflamatoria, caracterizada por quatro sinais cardinais: dor, rubor, calor, edema
e, em alguns casos, culminando com perda total ou parcial da fungdo (SCHMID-SCHONBEIN,
2006). Essas respostas organicas geram ampliacdo do fluxo sanguineo, vasodilatacdo,
extravasamento de fluidos e influxo de células (FERRERO-MILIANI et al., 2007).

Frente a um agente agressor, varios mecanismos sao desencadeados, incluindo a inflamacéo,
que é didaticamente dividida nas fases aguda e crénica. O processo inicial (agudo) é mediado,
principalmente, pela ativacdo das células do sistema imunitdrio, como o0s leucocitos
polimorfonucleares (neutrdfilos), leucocitos mononucleares, células epiteliais e endoteliais. Este
estagio da inflamacao persiste por um curto periodo de tempo e geralmente traz resultados benéficos
para a reparacdo do dano (NATHAN, 2012). Se o processo inflamatério persiste por um periodo
maior (semanas ou meses), 0 estagio crdnico considera-se instalado, ocorrendo intensa atividade
leucocitaria (macréfagos e linfocitos) na tentativa do reparo tecidual (RICKLIN; LAMBRIS, 2013).

A fase aguda promove alteracdes fisiologicas que envolvem uma sequéncia coordenada de
eventos: a vasodilatagdo (possibilitando o aumento do fluxo sanguineo no local) e permeabilidade
vascular; a migracdo celular, principalmente de leucécitos, juntamente com aumento na expressao de
moléculas de adesdo; prejuizo tecidual por atividade de proteases e espécies reativas de oxigénio
(EROs), necrose e apoptose, alem da liberacdo de inumeros mediadores pro-inflamatorios como as
citocinas fator de necrose tumoral do tipo alfa (TNF-a) e interleucina 1 beta (IL-1B) (HUERRE;
GOUNON, 1996; VIVIER; MALISSEN, 2005). Na fase cronica ha participacdo de células como:
macrofagos, mononucleares, macrofagos e plasmdcitos, além de alteragbes presentes em doencas
inflamatdrias cronicas, incluido em doencas como cancer, diabetes, doencas neurodegenerativas,
cardiovasculares e reumatoldgicas (FERRERO-MILIANI et al., 2007; NATHAN; DING, 2010).
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No processo inflamatorio, ha diversos mediadores quimicos relacionados. Os primeiros
mediadores liberados sdo a histamina e a serotonina (5-HT) produzidos por mastocitos, basoéfilos e
plaquetas sanguineas (FRANCISCHETTI et al., 2010). A histamina provoca vasodilatacdo, aumento
da permeabilidade vascular (eritema e edema) e estimula as terminagdes nervosas sensoriais, assim
como esta relacionada a reacdes de hipersensibilidade (MACGLASHAN, 2003). A serotonina por
sua vez, no sistema imune, ativa mondcitos humanos e impede a sua apoptose, modula a producéo de
citocinas e quimiocinas em mondcitos (DURK et al., 2005; SOGA et al., 2007).

A persisténcia do processo inflamatdrio promove exposicao prolongada a fatores degradantes
que promovem danos potenciais ao organismo (NATHAN; DING, 2010). Portanto, 0s mecanismos
para reversdo da inflamacdo e integridade organica sdo importantes no reestabelecimento da
homeostase e integridade organica, uma vez que eles visam impedir a agressdo dos agentes (exdgenos

e enddgenos), visando também reduzir lesdes e danos potenciais.

Dentre as alternativas farmacoldgicas para reversao dos efeitos inflamatérios, os AINEs (anti-
inflamatorios ndo esteroidais) sdo amplamente utilizados, eles promovem a deplecdo dos sinais
cardinais da inflamac&o. Em contrapartida, a ndo seletividade farmacoldgica da maioria dos farmacos
constituintes da classe interfere/compromete outros parametros fisiolégicos provocam efeitos
adversos consideraveis. Em busca da alternativas terapéuticas, a pesquisa por novos compostos com

acao moduladora dos processos inflamatorios € uma area sempre em atualizacao (SILVAet al., 2019).

A busca por compostos que reduzam os efeitos adversos promovidos por AINEs aliados ao
potencial de terpenos como supressores de processos inflamatorios vem sendo investigados nos
ultimos anos e mostrando resultados promissores (SA; ANDRADE; SOUSA, 2013). Entretanto,
estudos com o terpinoleno, isoladamente, ainda sdo escassos na literatura cientifica, tendo sido
encontrados apenas dois estudos associados diretamente a atividade anti-inflamatéria (DE CHRISTO
SCHERER et al., 2019; MACEDO et al., 2016).

Portanto, considerando que os anti-inflamatorios, embora amplamente empregados, nao sdo
impecaveis (eles realmente demonstram limitacdes ja supracitadas), juntamente a identificacdo de
estudos com utilizacdo dos monoterpenos no uso para contencdo de processos inflamatorios severos
(SA; ANDRADE; SOUSA, 2013) e aliados & propensio do terpinoleno em agir de forma efetiva em
outros mecanismos que ocorrem simultaneamente a processos inflamatérios (como o antioxidante),
nossos achados vem a contribuir com a sociedade cientifica fornecendo informacdes pertinentes as
bioatividades desse monoterpeno e avaliacdo do seu potencial anti-inflamatério que auxiliara no
crescente desenvolvimento de novos produtos e que propiciem a descoberta de alternativas com

melhor custo-beneficio no tratamento de doencas inflamatdrias.
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4 PRODUCAO CIENTIFICA

O artigo 1 trata do primeiro artigo desenvolvido durante a dissertacdo, obtido por meio
de revisdo sistematica acerca das atividades bioativas do terpinoleno em ensaios experimentais

in silico, in vitro e in vivo.

Artigo 1 — Biological properties of terpinolene evidenced by in silico, in vitro and in vivo

studies: a systematic review

Autores: Isis Oliveira Menezes, Jackelyne Roberta Scherf, Anita Oliveira Brito Pereira
Bezerra Martins, Andreza Guedes Barbosa Ramos, Jullyana de Souza Siqueira
Quintans, Henrique Douglas Melo Coutinho, Jaime Ribeiro Filho e Irwin Rose

Alencar de Menezes

Jornal/Revista: Phytomedicine (https://www.sciencedirect.com/journal/phytomedicine) /

QUALIS - Al

Situacéo: Publicado - Link:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0944711321003111.

Resumo:

Contexto: O terpinoleno, um monoterpeno que se encontra naturalmente em uma
variedade de ervas, € amplamente utilizado como agente aromatizante na industria. Embora
esteja bem estabelecido na literatura que o terpinoleno é um componente importante dos
extratos de plantas, as propriedades bioldgicas e a potencial utilizagdo terapéutica deste
composto continuam a ser pouco exploradas. Propoésito: Este trabalho visou responder a
seguinte pergunta orientadora: "Quais sdo as atividades bioldgicas do terpinoleno demonstradas
através de ensaios in silico, in vitro e in vivo?". Desenho e metodologia do estudo: Foi realizada
uma revisao sistematica em quatro bases de dados eletronicas (Embase, Web of Science,
Scopus, e PubMed) de acordo com as diretrizes Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews e MetaAnalyses (PRISMA), usando 0s seguintes termos de pesquisa: terpinolene
"AND" activity "OR" properties "OR" treatment "OR" therapeutic. Esta pesquisa incluiu
manuscritos publicados entre 1960 e Junho de 2020. A selecdo dos estudos foi realizada por
duas pesquisadoras de forma independente segundo os critérios pré-definidos. Resultados: A
pesquisa inicial encontrou um total de 2449 artigos. No entanto, apenas 57 deles foram
selecionados por satisfazerem os critérios de incluséo e responderem a pergunta orientadora. A
andlise destes estudos indicou que o terpinoleno apresenta uma série de efeitos bioldgicos, dos
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quais se destacam as atividades antioxidantes, larvicidas e inseticidas. Apesar das evidéncias
demonstrarem que o terpinoleno tem o potencial de ser utilizado num amplo contexto
farmacol6gico, os mecanismos subjacentes aos seus efeitos celulares e moleculares demandam
ser melhor esclarecidos. Além disso, a eficacia e seguranca in vivo da administracdo deste
composto tem sido avaliada superficialmente através de ensaios pré-clinicos e clinicos. Por
conseguinte, este estudo salienta a importancia de caracterizar os aspectos bioldgicos e os
mecanismos de acdo deste composto natural. Conclusdo: Os dados resumidos na presente
revisdo sistematica demonstraram o potencial farmacol6gico do terpinoleno. No entanto, a
maioria dos estudos incluidos nesta revisdo fornecem uma caracterizagdo superficial dos efeitos
bioldgicos do terpinoleno e, portanto, sdo necessarias mais investigacdes que elucidem o seu
mecanismo de acdo e potenciais beneficios terapéuticos através de ensaios pré-clinicos e
clinicos. Devido a sua vasta gama de diferentes atividades bioldgicas, o terpinoleno ird,
certamente, atrair o interesse de investigagbes cientificas, o que poderd contribuir
significativamente para o desenvolvimento de novos produtos com aplicacdes tanto

terapéuticas como ambientais.

Search

Antifungal

Antibacterial

Acetylcholinesterase
inhibitor

. N . ) (il
Acaricide
T
Terpinolene

Figura 5: Graphical abstract do artigo de revisédo
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Terpinolene, a monoterpene that is naturally found in a variety of herbs, is widely used as a flavoring
'l'f‘ll’i“_ok‘-“‘f‘ ) agent in the industry. Although it’s well established in the literature that terpinolene is an important component
Biological properties of plant extracts, the biological properties and the potential therapeutic use of this compound remain poorly
Systematic review explored

PRISMA guideli 7 i 3 {ii ¥ . % i
graces Purpose: This work aimed to answer the following guiding question: "What are the biological activities of ter-

pinolene demonstrated through in silico, in vitro, and in vivo assays?".

Study design and methodology: A systematic review was carried out in four electronic databases (Embase, Web of
Science, Scopus, and PubMed) according to the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses (PRISMA) guidelines, using the following search terms: terpinolene “AND™ activity “OR™ properties
“OR” therapeutic “OR” treatment. This search included manuscripts published between 1960 and June 2020.
Study selection was conducted by two independent reviewers according to predefined criteria.

Results: The initial search found a total of 2449 articles. However, only 57 of them were selected as they met the
inclusion criteria and answered the guiding question. The analysis of these studies indicated that terpinolene
presents a series of biological effects, from which the antioxidant, larvicide, and insecticide activities stand out.
Despite the evidence demonstrating that terpinolene has the potential to be used in a broad pharmacological
context, the mechanisms underlying its cellular and molecular effects remain to be better elucidated. In addition,
the in vivo efficacy and safety of the administration of this compound have been poorly evaluated through either
preclinical and clinical trials. Therefore, this study highlights the importance of characterizing the biological
aspects and mechanisms of action of this natural compound.

Conclusion: The data summarized in the present systematic review demonstrates the pharmacological potential of
terpinolene. Nevertheless, most studies included in this review provide a superficial characterization of terpi-
nolene biological effects and therefore, further research elucidating its mechanism of action and potential
therapeutic benefits through preclinical and clinical trials are required. Nevertheless, due to its wide range of

Abbreviations: AchE, acetylcholinesterase; CFA, complete freud’s adjuvant; DPPH, 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (free radical elimination test); EC50, concen-
tration of a drug that gives half-maximal response; EtBr, ethidium bromide absorption assay; FRAP, ferric reducing / antioxidant power; HEWLs, hen egg white
lysozyme; IC50, concentration of drug required for 50% inhibition; iNOs, inducible nitric oxide synthase; IUPAC, International Union of Pure and Applied Chemistry;
LC50, lethal concentration of 50% animal exposed; LC90, lethal concentration of 90% animal exposed; LDH, lactate dehydrogenase; MDA, malondialdehyde; MIC,
minimum Inhibitory concentration; MTT, cell viability assay; NBT, nitro blue atrazolium reduction assay; NDMA, N-nitrosodimethylamine; NF-kB, nuclear factor
kappa light chain enhancer of activated B cells; NO, nitric oxide; PRISMA, preferred reporting items for systematic reviews and meta-analyses; RoB, risk of bias; ROS,
reactive oxygen species; RNS, reactive nitrogen species; SCGE, single cell gel electrophoresis; SEM, scanning electron microscopy; TBA, thiobaribituric acid; TBARS,
thiobarbituric acid reactive species; ThT, thioflavin T; TNF- «, tumor necrosis fator alpha; TOC, total oxidant capacity; TOS, total oxidant status.
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different biological activities, terpinolene will certainly attract the interest of scientific research, which could
significantly contribute to the development of new products with both therapeutic and environmental

applications.

Introduction

The therapeutic underestimation of chemical compounds derived
from plant species directly impacts the development of new drugs. While
nature provides a wide variety of herbs at low cost and whose con-
sumption viability is recognized by several ethnopharmacological data,
the bioactivity of isolated compounds needs to be confirmed through
biological tests. In this context, computational (in silico), in vitro, and in
vivo tests are fundamental tools in the scientific investigation of inno-
vative therapies, contributing to guiding the therapeutic use of natural
products (Geris, 2014; Tang et al., 2006).

Plants use metabolic processes to maintain their survival and
specialized functions, which are divided into primary and secondary
metabolism (Famiani et al., 2019). The primary metabolism is charac-
terized by a set of vital processes responsible for the organism'’s essential
maintenance through the generation of amino acids, simple sugars,
lipids, and nucleic acids. On the other hand, the secondary metabolism
comprises the generation of compounds that assist in growth and
adaptation to stress conditions using substrates originated by the pri-
mary metabolism (Famiani et al., 2019; Felipe and Bicas, 2017; Keeling
and Bohlmann, 2006; Kroymann, 2011).

Terpenes are structurally diverse secondary metabolites whose
chemical and biological properties have been widely investigated in sci-
entific research (Casanova and Costa, 2017). This class of metabolites has
several subgroups, including monoterpenes, which have the simplest
structure among them, comprising about 90% of the composition of
essential oils (Bakkali et al., 2008; Guimaraes et al., 2013). Terpinolene is
a 10-carbon monoterpene composed of a cyclic main chain formed by two
linked isoprene units to which methyl and propane are linked (Molecular

(Fig. 1)). With regard to the physicochemical aspects, terpinolene is a
water-white to light amber-colored liquid with low water solubility (9.5
mg/1 at 25 °C) and high liposolubility (estimated log Kow = 4.47). Due to
its low molecular mass (136.23 g/mol) and high volatility, terpinolene is
widely used in the production of fragrances (Ghasemi et al., 2009;
Guimaraes et al., 2013). This compound is widely found in the chemical
composition of aromatic plants (Gasinski et al., 2020; Petrovic¢ et al.,
2018), especially those of Asian origin such as blackcurrant (Ribes
rubrum) and saffron (Curcuma longa) (Tisserand and Young, 2014).

Evidence has placed terpinolene as a bioactive compound with sig-
nificant pharmacological activities, among which the antifungal (Davis
et al., 2018; Pinto et al., 2020), antioxidant (de Christo Scherer et al.,
2019; Lu et al., 2019), and insecticide (Liu et al., 2020; Pavela et al.,
2018; Ribeiro et al., 2019; Ribeiro et al., 2020) are highlighted. Addi-
tionally, computational predictions by Bosc and collaborators (2019)
indicate that terpinolene has a high confidence level (90%) and signif-
icant activity threshold (>6) for the following targets: Muscarinic
acetylcholine receptor M1(Rattus norvegicus), Prostanoid EP4 receptor
(Rattus norvegicus), Serotonin 3a (5-HT3a) receptor (Rattus norvegi-
cus), and Proto-oncogene tyrosine-protein kinase ROS (Homo sapiens)
(Compound Report Card, 2021). However, few precinical studies have
investigated its biological activities through in silico, in vitro, and in vivo
experiments. Additionally, there is currently no clinical trial supporting
the potential of terpinolene as a therapeutic compound.

Therefore, this systematic review aims to report the biological ac-
tivities of terpinolene demonstrated through preclinical studies,
attempting to contribute to further research addressing the therapeutic
potential of this monoterpene.

formula: CjoHje; IUPAC: 1-methyl-4-propan-2-ylidenecyclohexene
Fig. 1. The chemical structure of terpinolene | CyoHy emphasizing the bidimensional (A) and tridimensional (B) atomies positions (“Terpinolene | C10H16 -

PubChem™ 2021).
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Results
Selection of studies
The initial literature search using the previously described keywords
found a total of 2908 articles in the selected databases, including 261

articles in Embase, 381 articles in Medline, 4618 articles in Scopus, 189
articles in PubMed, and 459 articles in the Web of Science. After

Phytomedicine 93 (2021) 153768

removing 1992 duplicates of articles indexed in two or more databases
and applying the inclusion and exclusion criteria, 76 articles were
selected for the final analysis. Finally, following the individual verifi-
cation of full texts, a total of 57 articles were obtained and included in
the present review (Fig. 2).

[ Identification of studies via databases and registers ]
Records removed before
5 screening:
"E Records identified from*: (I?}ugl;c;é;)records removed
& Databases (n = 4) —> R d st el
= Registers (n = 0) ecords marked as ineligible
G by automation tools (n = 0)
= Records removed for other
reasons (n = 481)
. 4
Records screened Records excluded**
—>
(n=76) (n=0)
A4
Reports sought for retrieval Reports not retrieved
= (n=76) (n=0)
& \4
Reports assessed for eligibility
(n=76) —»| Reports excluded:
Reason 1 (n = 3)
Reason 2 (n = 15)
Reason 3 (n=1)
etc.
~—/
° Studies included in review
= (n=157)
o Reports of included studies
Sl | (n=0

*Consider, if feasible to do so, reporting the number of records identified from each database or
register searched (rather than the total number across all databases/registers).

**If automation tools were used, indicate how many records were excluded by a human and how

many were excluded by automation tools.

Fig. 2. Flowchart detailing literature search according to the PRISMA statement. Reason 1:Articles with unavailable full texts, reason 2: Articles presenting mixtures
of compounds whose activity is not attributed to terpinolene alone, reason 3: Does not deal with the action of terpinolene.

17

Producéo Cientifica



LO. Menezes et al.
Data extraction and analysis

Considering the type of study, most articles were performed exclu-
sively in vitro (n = 38), followed by studies carried out exclusively in vivo
(n = 15), both in vitro and in vivo (n = 2), both in silico and in vitro (n = 1)
and exclusively in silico (n = 1). Concerning the procedures used to
perform the analyses, only in silico studies (3%), were carried out using
the same method: molecular docking. Differently, in vitro (67.1%) and in
vivo (29.9%) studies were carried out following different protocols. To
better describe the most relevant aspects of the articles, they were
organized according to the type of study, as shown in Tables 1-3. Those
articles using two or more types of preclinical trials were presented in
different tables according to the corresponding type of assay.

The first article reporting terpinolene biological activity was pub-
lished in 1967. Since then, although the number of publications has
gradually fluctuated over the years, a growing number of publications
from 2009 indicates increasing interest in this subject in the last years
(Fig. 3a). Most of the investigations were carried out in the Asian
continent, where China (6 publications), Taiwan (6 publications), Japan
(5 publications), and Korea (5 publications) stand out as leading coun-
tries in this field of research. In the Americas, Brazil stands out with ten
publications on this issue. In comparison with the Americas, Europe
demonstrates a similar interest in the topic (Fig. 3b).

The selected studies were separated and grouped into three experi-
mental categories: in silico (Table 1), in vitro (Table 2), and in vivo
(Table 3). Also, those articles that use 2 types of preclinical assays for
terpinolene activity analysis were presented in 2 distinct tables obeying
the corresponding type of assay. The articles analyzed in this research
revealed that terpinolene has several pharmacological activities re-
ported in the literature, including anti-cholinesterase, sedative, cyto-
toxic, cytoprotective, anti-inflammatory, antispasmodic,
antiproliferative, antinociceptive, lysozyme ligand and n-nitrosamine
inhibitor, and P-glycoprotein. As reported for other terpenes, the anti-
oxidant and toxic (insecticide/larvicide) properties stand out as the most
investigated activities of terpinolene (Fig. 4).

With regard to the toxic activity of terpinolene, most articles re-
ported its cytotoxic and insecticidal properties. The data repoting ter-
pinolene cytotoxicity indicate that this compound present low toxicity
when compared with other monoterpenes. Accordingly, in vitro assays
using human lymphocytes showed that terpinolene present a concen-
tration- dependent cytotoxicity, causing significant decreased on cell
viability at concentrations greater than 100 mg/l, which was not asso-
ciated with the occurrence of genotoxic effects (Turkez et al., 2015). A
study investigating the toxicicty of orally administered terpinolene in
rats found a LDs5q of 4390 mg/kg, which characterizes compounds with
low systemic toxicity. The same study showed that a single topical
application of this compound at a dose of 5000 mg/kg resulted in
transitory erythema and edema during the first few days of observation
(Opdyke, 1976). Thus, based on the available literature data, terpino-
lene can be considered a safe drug for both topical and systemic use.

Methodological quality /risk of bias of the studies

This systematic review is a pioneering study listing the different
properties of terpinolene in a biological context. Then only in vivo trials
were used tocompose this study had their risk of bias analyzed in order
to determine the reliability of their methods. It is worth mentioning that

Phytomedicine 93 (2021) 153768

in vivo methods are of crucial importance in the evaluation of the
pharmacokinetic (e.g., absorption, metabolism, bioavailability) and
pharmacodynamic (e.g., potency, affinity, selectivity) parameters of a
given compound, which allow the identification of the cellular or
biochemical events modulated by the drug such as gene transcription,
protein expression and metabolic changes associated to disease status.
To analyze the methodological quality and risk of bias, we used the
SYRCLE’s RoB tool based on the Cochrane RoB tool (Higgins etal., 2011;
Hooijmans et al., 2014) adjusted for specific aspects of experimental
studies in non-human animals. This methodology evaluates the risk of
bias from the answer to 10 questions, including selection bias, perfor-
mance bias, friction bias, detection bias, and other biases (Hooijmans
et al., 2014). Some underlying evidence indicates that the animal
environment and experimental conditions, such as lighting, humidity,
temperature, etc., can influence the results of the study because they
promote behavioral and biochemical changes (Claassen, 2013; Hooij-
mans et al., 2014; Johnston and Nevalainen, 2010). Group allocation
(random selection) and blind treatments are also relevant for the
methodological quality. Here, the articles were evaluated both qualita-
tively (Fig. 5) and quantitatively (Fig. 6), allowing the reproducibility in
the choice of risk criteria of this study. The classification was initially
performed independently by two researchers (IOM and JRS) in agree-
ment with the kappa index = 0.748. Subsequently, the possible di-
vergences in the classification of the studies were resolved by consensus
and expressed in Fig. 5 and 6.

According to the present analysis, none of the in vivo studies included
in the present review presented a low risk of bias. From a total of 17
studies, seven had a high risk of bias in any of the judging questions,
while 30% of the manuscripts evaluated presented an unclear risk of
bias. According to the score shown in Fig. 7, an analysis of the manu-
scripts using in vivo experiments found 5.29%, 42.35%, and 52.35% of
articles presenting a high, uncertain, and low risk of bias, respectively.
Although more than 50% of the studies have shown a low risk of bias, it
is noteworthy mentioning that the number of questions answered with
unclear risk was high, which might be due to the lack of information
attested during the reading of manuscripts.

With regard to the judging questions, it was observed that questions
1, 2, 4, and 10 presented the lowest risk of bias, as only one article (6%)
did not adequately describe the sequence of events. All articles were
apparently carried out following the methodology proposed with an
understandable and precise description. Additionally, almost all of them
(94%) were free from other bias problems such as contamination by
drugs, the addition of new animals to replace unwanted animals in the
groups, the influence of funders, or errors in analysis units.

All selected studies correctly described the objectives, methodology,
outcomes, and main findings obtained. However, no information on
blinding strategy was provided. Nevertheless, no detailed evidence was
found in any of the studies that indicated that they were more prone to
errors or manipulation of results than those using a blinding method-
ology (Bebarta et al., 2003; Hooijmans et al., 2014).

Computationally predicted molecular targets for terpinolene

In order to contribute to further research investigating the potential
therapeutic properties of terpinolene, we used target prediction based
on physicochemical parameters and structure similarity to evaluate
other potential molecular targets for this monoterpene. Our analysis

Table 1
In silico terpinolene studies.
Author Year Country Method Results Biological Activity Reference
Politi et al. 2017  Brazil Molecular  Polar and hydrophobic interactions with the catalytic site of CIAChE1 ~ Acetylcholinesterase inhibitor (Politi et al.
docking (competitive inhibitor). 2017)
Morshedi 2014  Iran Molecular  Amino acids, E35, W62, W63 (near RII), and V109, A 110 (RIV) were  Binding to HEWLs (chicken egg (Morshedi et al.
ctal, docking the residues with the highest proximity to terpinolene. white lysozyme) 2014)
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Table 2
In vitro terpinolene studies.
Author Year  Country Method Concentration Results Biological Activity Reference
Zhao et al. 2020  China Analysis of: 0.551, 0.881, 1.079, Inhibited algae growth and Herbicide (Zhao et al.,
Antibacterial activity against 1.233, and 1.470 mM  the photosynthetic activity of 2020)
C. vulgaris C. vulgaris.
Oxidative damage Induced concentration-
dependent changes in the
Cellular morphology microstructure
Photosynthetic activity
Antioxidant capacity
Nitrogen metabolism
Abundance of transcribed
genes
Liu et al. 2020  Taiwan Analysis of AchE inhibition The work cites the IC 50 = 1.10 = 0.17 (ul/ml) - AchE inhibition (in (Liu et al., 2020)
through calorimetry effective Terpinolene exhibited the vitro)
concentrations but best inhibitory activity among
does not explain the tested compounds
which concentrations
were tested.
Pinto et al. 2020  Brazil Antifungal activity against 1024 pg/ml to 1 pg/ MIC: 128 ug/mL against T. Antifungal (Pinto et al.,
Microsporum canis LM 216, ml interdigitale A mdr2 2020)
Trichophyton interdigitale H6 Terpinolene MIC > 1,024 ug/
(ATCC MYA 3108) and ml).
T. interdigitale A mdr2
Increased K+ efflux (p <
LEffect on membrane 0.05), affecting membrane
functionality functions
Analysis of K™ efflux by
turbidimetry
Luetal. 2019  India DPPH free radical elimination 100 pl/ml Strong antioxidant activity: Antioxidant (Lu et al., 2019)
test (concentration used ECs0 (DPPH): 65.77 + 4.98.
to obtain ECsq values)
‘Thiobarbituric acid reactive ECso (I'BARS) < 5
species (TBARS) generation test
Caused 70% inhibition of
lipid peroxidation, increasing
antioxidant activity
De Christoetal. 2019  Brazil Ferric reducing / antioxidant Wound healing 10, Weak FRAP activity Wound healing, anti-  (de Christo

power (FRAP) 100 e 200 pM

NO quantification NE kB activity 1-100
uM

ABTS cationic radical
climination assay Other tests: 1.0- 200
uM

Cytotoxicity evaluation: MTT

test

Wound healing activity:
Fibroblast proliferation and
migration

iNOs expression
Determination of intracellular
superoxide anion: Nitro blue
atrazolium reduction assay

(NBT)

Cytokine quantification
(ELISA)

NF-kB activity

ICsp for NO production: 409,4
+ 1,6

1Cs0 for ABTS: 497.4 + 14.5
M

Non-cytotoxic to fibroblasts
1929 and RAW 267.7
macrophages (200 pM).
Proliferative effects were
observed in 1929 cells: 121.5
=+ 3.2% at 200 pM.

Wound healing activity:
Increased proliferation and
migration of fibroblasts. 36.3
+ 4.8% (maximum
stimulating effect) at 200 pM

Suppressed NO production in
RAW 264.7 macrophages:
41.3 + 1.4% at 200 pM; No
effects on LPS stimulated cells

Inhibition of intracellular
superoxide production: 82.1
+ 3.5% (100 pM) and 82.6 =
3.5% (200 pM)

Reduced production of IL-6
and TNF-a

Scherer et al.,
2019)

inflammatory,
cytoprotective, and
antioxidant

(continued on next page)
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Author Year  Country Method Concentration Results Biological Activity Reference
Inhibition (14.3 + 2.5%) of
TNF- « induced NF-xB activity
at 100 uM
Pavela et al. 2018  Czech Evaluation of insecticide 5.0 to 200.0 pl/1 LCsp: 25.7 pl/1 Inseticide (Pavela et al.,
Republic activity against Culex LCoo: 50.1 pl/1 2018)
quinquefasciatus X% 0.043
Ngahang kamte 2018  Italia Antiparasitic activity against Tested concentrations  Active against Trypanosoma Tripanocide (Ngahang Kanite
et al. Trypanosoma brucei not mentioned brucei et al., 2018)
ECsp — 0.035 pg/ml (0.26 uM)
Davis et al. 2018  USA Antifungal activity against 1, 5, and 10% Complete inibition of fungal Antifungal (Davis et al.,
L. abietinum growth at 5% and 10%. 2018)
Julio et al. 2017  Spain Nematicide activity against Nematicide activity: Inactive against Meloidogyne Nematicide (Julio et al.,
Meloidogyne javanica 1.0 and 0.5 mg/ml Jjavanica 2017)
Phytotoxic activity Phytotoxic activity: Weak phytotoxicity against
0.4 and 0.2 mg / mL S. lycopersicum (25%)
Kweka et al. 2016  Brazil Larvicidal activity against 200, 100, 50, 25 and LCsp at Larvicide (Kweka et al.,
Anopheles gambiae s.s. 12.5 mg/1 12h: 493.38 mg/1 2016)
24h: 404.71 mg/1
48h: 343.79 mg/1
72h: 259.40 mg/1
da Silva et al. 2016  Brazil Larvicidal activity against 0.01 mg/ml (10 mg Larvicidal activity: LCsg = Larvicide (da Silva et al.,
A. aegypti + 0,1 g Tween 80 + 31,16 ppm 2016)
distilled water)
Effects on oviposition No effect on oviposition
Effects on intestinal enzymes Inhibited proteolytic
(Lg) polypeptides of intestinal
enzymes L,
Zymography of intestinal
proteases Inhibited the activity of
trypsin like enzymes
Effect on gut trypsin activity
Yu et al. 2015  China Effect of terpinoleone on the 0.25,0.5,1.0,and 1.5  Strong and concentration- Antifungal (Yu et al., 2015)
myecelial growth of Botrytis ul/ml dependent antifungal activity
cinerea
Turkez et al. 2015 Peru Cytotoxicity to human blood 10, 25, 50, 75, 100, Increased LDH release Cylotoxic (Turkez et al.,
cells 150 and 200 mg/1 Antioxidant 2015)
Reduction of cell viability at
Lactate dehydrogenase (LDH) 150 and 200 mg/1.
release assay
Increased lymphocyte counts
Cell Viability Assay (MTT) in peripheral blood
Cytogenetic assays No changes in 8-OH-dG levels
(nucleic acid oxidation)
Oxidation of nucleic acid
Total oxidant capacity (TOC)
Analysis of total antioxidant was decreased at 200 mg/1,
capacity and total oxidizing stable at 100 and 150 mg/1)
status and increased at 10, 25, 50,
and 75 mg/1).
Cell Viability Assay (MTT) Total oxidant status (TOS)
was increased at 150 and 200
Cytogenetic assays
Oxidation of nucleic acid
Analysis of total antioxidant
capacity and total oxidizing
status
Pontin et al. 2015  Argentina Antifungal activity against Antifungal activity Antifungal activity: 2,0 and Antifungal (Pontin et al.,

Sclerotium cepivorum
(disk diffusion)

Number of sclerotia produced

by S. cepivorum

Ethidium bromide absorption
assay (EtBr)

and sclerotia count:
2, 3, 4 and 5 pg/disc

5.0 pg/disc. Strong inhibition
of mycelial growth (about
93%)

Reduction of sclerotia
production by about 18%

Possible disturbance of fungal
membrane integrity by
interference in Etbr

2015)

(continued on next page)

20

Produc&o Cientifica



LO. Menezes et al.

Table 2 (continited)

Phytomedicine 93 (2021) 153768

Author Year  Country Method Concentration Results Biological Activity Reference
Scanning electron microscopy absorption
(SEM)
SEM: Hyphae with shorter
branching, morphological
changes, and partial
distortion
Pavela 2015  Czech Acule toxicily against Culex 5 10 250 pg/1 Mortality at 250 mg/1 = Larvicide (Pavela, 2015)
Republic quinquefasciatus larvae 93.242.8
LCys= 11 mg/1 (9-15)
LCso= 21 mg/1(18-27)
LCop= 245 mg/1 (206-278)
Larval mortality (%) = 6.5
Ali et al. 2015 USA Mosquito bite bi Mosquito bite: 25 A. aegypti Larvicide (Ali et al., 2015)
nmol/cm? CEsp ppm= 14.0
Larvicidal activity against LVg, ppm= 21.1
A. aegypti and Larvicidal assay: 1,5a
A. quadrimaculatus 0,0375 mg/cm? A.Quadrimaculatus
CEs ppm= 20.9
LVg ppm= 36.8
Morshedi et al. 2014 Ira Fluorescence assay 2% Protection of PC12 cells from  Cytoprotective (Morshedi et al.,
HEWL-induced cytotoxicity 2014)
LDH release (chicken egg white lysozyme)
Flow cytometry Reduced fluorescence
intensity, (prevented
fibrillation over time)
Prevention of cell death
induced by HEWLs:
flow cytometry analysis
showed a decrease in cell
death by terpinolene
treatment
Mademtzoglou 2013 Greece Activity against Drosophila 2.5,5.0,7.5 and 10 Genotoxic potential could not (Mademtzoglou
etal. melanogaster pl/ml be assessed, as terpinolene et al., 2013)
caused mortality of
Somatic mutation and Drosophila (data not shown)
recombination test
Lee et al. 2013  Taiwan Antibacterial activity against 0-80% Inactive against P. acnes, Antibacterial (Lee et al., 2013)
Propionibacterium acnes and
Staphylococcus aures Antibacterial activity against
S. aureus. Reduction of
1.03+0.03 in disk diameter
and e 6.25% in the MIC
Aydin et al. 2013 Turkey Antiproliferative and/or 10, 25, 50, 100, 200 Potent antiproliferative agent  Antiproliferative and  (Aydin et al.,
cylotoxic properties: (MTT) and 400 mg/1 for brain tumor cells (anti antioxidant 2013)
cancer potential)
Comet Assay Cytotoxic doses for neuronal
cells: 100, 200, and 400 mg/1;
Genotoxic damage potential Cytotoxic doses for
(single cell gel electrophoresis neuroblastoma cells N2a 50,
(SCGE)) 100, 200, and 400 mg/1
TAC and TOS analysis Comet assay: Non-genotoxic
Primary neuron:
Increase of TAC by 10, 25, and
50 mg/L and reduction by
400 mg/l; Increased TOS at
100, 200, and 400 mg/1
N2a cells:
Decreased TAC and increase
TOS at 50, 100, 200, and 400
mg/1
Ngan et al. 2012 Republic Bacterial growth inhibition test 2,5 a 0,1 mg/ml Antibacterial activity against Antibacterial (Ngan et al.,
of Korea all tested bacteria. 2012)

MIC values (mg / ml): < 0.1
(extremely high), 0.1-0.62
(high), 0.62-1.25 (inoderate),
1.25-2.5 (low) and > 2.5 (no
growth inhibition)

MIC of 0.16 mg/mL against
Bacteroides fragilis, Bacteroides
thetaiotaomicron, Clostridium
perfringens, Clostridium
paraputrificum, Klebsiella
pneumoniae);

MIC of 0.31 mg/mL against
Escherichia coli, Salmonella
typhimurium); Bifidobacterium

(continued on next page)
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Author Year  Country

Method

Concentration

Results

Biological Activity

Reference

Conti et al. 2012 Italy

Garozzo et al. 2011 Italy

Emami et al. 2011  Iran

Bonesi et al. 2010 Italy

Perumalsamy 2009

et al.

Republic
of Korea

Garozzo et al. 2009  Italy

Cheng et al. 2009  Taiwan

Cheng et al. 2009  Taiwan

Larvicidal activity against
Aedes albopictus: WHO (1991)
Activity against Influenza A/
PR/8 virus subtype HINI in
MDCK cells.

Virucidal activity
Virus fixation inhibition assay

Haemagglutination inhibition
assay

Neuraminidase inhibition

Evaluation of in vitro
antioxidant activity:

Rapid TLC screening for
antioxidants

DPPH free radical scavenging
activity

Deoxyribose degradation test

Non-enzymatic lipid
peroxidation test

Cholinesterase inhibition assay

Larvicidal activity (Toxicity)

Antiviral activity against polio
type 1, ECHO 9, Coxsackie B1,
adeno type 2, herpes simplex
(HSV) type 1 and 2 viruses

Larvicidal activity against
Aedes aegypti and Aedes
albopictuss.

48 ppm

0.005%

0.05; 0.1; 0.2; 0.5; 1;
2, and 4 pl/ml

10, 25, 50, 100 and
200 pg/ml

1 to 200 ppm

0.1 % a 0,0001 %.

100, 50, 25, 12.5, and
6.25 pg/ml

50, 25, 12.5, and 6.25
pg/ml

adolescentes, Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium longum,
Lactobacillus acidophilus)
MIC of 0.62 mg/mL against
Clostridium difficile,
Staphylococcus aurets,
Clostridium butyricum)

MIC of 1.25 mg/ml against
Lactobacillus casei

Mortality (%): 43.33 + 0.76

Inhibition of virus replication
ECyp = 0.00125% (v/Vv)

Inhibition of viral replication
at a specific stage (initial
stage of the viral cycle

No interfere in the cellular
fixation of the
virus or viral adsorption

No significant inhibitory
effect on neuraminidase
inhibition

Antioxidant activity o

DPPIH scavenging activity at
0.1 (3.83%), 0.5 (6.89%), 1
(9.61%), 2 (16.18%), and 4
pl/ ml (30.16%)

Inhibition of deoxyribose
degradation at 0.1 (20.90),
0,2 (24.85), 0.5 (21.65), 1 pl/
ml (21.65)

Non-enzymatic lipid
peroxidation test: 0.05
(52.77), 0.5 (38.64), 1
(32.16), 2 pl/ml (10.52)
AchE Clgg = 156.4 pg/ml
BchE Clgo = 147.1 pg/ml

Concentration-dependent
anti-cholinesterase activity
Toxic against Cx. p. fallens
(LCs0= 11.85 ppm)

Presented the highest toxicity
against Ochlerotatus Togoi
(LCsp = 11.85 ppm)
Inhibition of the influenza A-
PR8 virus replication. The
1Csp value (0. 0012) was
lower than the CDsq (0. 012)
of terpinolene

Not effective against polio
viruses 1, adeno 2, ECHO 9,
Coxsackie B1, HSV-1, and
HSV-2

Strong larvicidal effect
against A. albopictus

A. aegypti:

LCso = 32.1 pg/ml
LCoo = 83.6 pg/ml
A. albopictus

LCso = 22.0 pg/ml
LCgp = 55.5 pg/ml
Larvicidal activity
Aedes aegypti

Larvicide

Antiviral

Antioxidant

Cholinesterase

inhibition (AchE and

BchE)

Larvicide

Antiviral

Larvicide

Larvicide

(Conti et al.,
2012)
(Garozzo et al.,
2011)

(Emami et al.,
2011)

(Bonesi et al.,
2010)

(Perumalsamy
et al., 2009)

(Garozzo et al.,

2009)

(Cheng et al.,
2009)

(Cheng et al.,
2009)
(continued on next page)
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Author Year  Country Method Concentration Results Biological Activity Reference
Larvicidal activity against LCyp = 32.1pg/ml
Aedes aegypti and Aedes LCog > 50.0 pg/ml (not
albopictus. effective)
A. Albopictus
LCs0 = 21.3 pg/ml
LCop = 48.0 pg/ml
Riyazi et al. 2007  Germany Evaluation of antispasmodic 1 mM Antispasmodic effect on rat Antispasmodic (Riyazi et al.,
activity using isolated rat ileum ileum by inhibiting maximum 2007)
in organ bath and biphasic contraction after
2.5 min at 1 mM through
Interference with 5-HT,
receptors
Yoshida et al. 2006  Japan Effects of terpenoids in the 1 mM Terpinolene inhibited by 50%  P-glycoprotein (Yoshida et al.,
accumulation of [3H] digoxin the efflux of [3H] digoxin inhibition 2006)
in LLC-GA5-COL150 cells mediated by glycoprotein P
LCyo = 481pM
Kim et al. 2006  Korea Classification of antimicrobial 2 mg/disk No antibacterial activity Bacteriostatic (KIM et al.,
activity observed 2006)
Grassmann 2005  Germany Copper-induced LDL oxidation ~ 0.01 a 0.25% Terpinolene inhibits LDL Antioxidant (Gramann
et al. oxidation at concentrations et al., 2005)
above 0. 01%
Shin 2004  Korea Antifungal analysis through the 4 to 64 mg/ml C. albicans MIC: 64 mg/ml Antifungal (Shin, 2004)
disk diffusion test (ineffective)
C. tropicalis MIC: 32 mg/ml
C. utilis MIC: 8 mg/ml
Kim et al. 2004 USA Antioxidant capacity. 0.19mMand 180mM  Weak inhibition of DPPH Antioxidant (Kim et al.,
1 - DPPH free radical scavenging at 0.19 mM 2004)
elimination test:
2 - Hexanal/hexanoic acid 65% inhibition of hexanal
assay oxidation to hexanoic acid at
180 mM
Grassmann 2003  Germany Copper-induced LDL oxidation 0.01 a 0.25% Concentration dependent Antioxidant (Grassmann
et al. inhibition of LDL oxidation. et al., 2003)
Increase in latency time up to
774 min.
Ruberto and 2000  Italy Thiobarbituric acid reactive 1000, 500, and 100 Concentration-dependent Antioxidant (Ruberto and
Baratta species (TBARS) ppm antioxidant activity Baratta, 2000)
Determination of a diene 102, 10% and 10" M TBARS:
conjugated formation from 1000 ppm = 64.6
linoleic acid by 500 ppm = 56.3
spectrophotometry. 100 ppm = 40.3
Diene formation rate
107 M = 78.3
10° M = 22.0
10" M =12.2
Choi et al. 2000  Japan Free radical (DPPH) scavenging ~ 235.2 mg/ml DPPH scavenging activity Antioxidant (Choi et al.,
activity (87.4%, 235.2 mg Trolox E/ 2000)
ml) 3.5-fold stronger than
Standard Trolox.
Dorman et al. 2000  Scotland Thiobarbituric acid reactive 0.05 ~ 25,000 ppm Almost 100% antioxidant Antioxidant (Dorman et al.
species (TBARS) activity at the concentration 2000)
of 10000 ppm.
Sawamuraetal. 1999  Japan N-nitrosodimethylamine 10l 50% inhibition of NDMA NDMA inhibition (Sawamura
(NDMA) generation generation et al., 1999)
Oh et al. 1967 USA Antimicrobial activity 0.025 ml Inhibition of sheep rumen Antimicrobial (Oh et al., 1967)

microbe growth (-58%)

showed that the most likely targets for terpinolene interaction belong to
the following categories: (1) Family A G protein-coupled receptors:
Cannabinoid receptor 2, Adenosine Al receptor, Prostanoid EP4 recep-
tor, Acetylcholine receptor; (2) Nuclear receptors: Peroxisome
proliferator-activated receptor alpha (PPAR-a), Estrogen and Androgen
Receptors; (3) Araquidonate oxidoreductase enzymes: 5-lipoxygenase;
Cyclooxygenase-1; (4) Orphan receptor tyrosine kinase (RTK): Proto-
oncogene tyrosine-protein kinase ROS and (5) Other enzymes: Alka-
line phosphatase, tissue-nonspecific isozyme, Adenosine deaminase,
Aminopeptidase N (Fig. 7). These findings corroborate the evidence
demonstrated by the studies included in the present review and
encourage the development of further research to better characterize the

pharmacological properties and potential mechanisms of action by this
compound in a preclinical context.

Discussion

Terpenes are the largest group of natural bioactive compounds.
Studies have shown that the production of these compounds is both
influenced by genetic factors and the environmental conditions to which
the plant is exposed. In this context, evidence has suggested that the fact
that terpenes are produced as part of the defense mechanism of plants in
response to stressful stimuli contributes significantly to their wide va-
riety of biological effects. Among the terpenes, monoterpenes are widely
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Table 3
In vivo terpinolene studies,
Author Year  Country Method Route of Concentration Results Biological Reference
Administration Activity
Ribeiro el al. 2020 Brazil Fumigation against Bentisia tabaci Famigation tion: 2.0 10 6.0 /1 Terpinolene was the 3 rd most loxic compound and Inseticide (Ribeiro et al.,
Fecundity test promoted & grealer reduction in the munber of eggs 2020)
Fecundity test 2.0 pl/l air  laid by B. tabaci
Liv et al. 2020 Taiwan Torxicity against Bacopa caroliniana Fumigation 20 ul 1Cs0 = 172 + 6 (ul/ml). Insecticide (Lin et al.,, 2020)
Insecticide impact (IT): IT — 39.76
Synergistic insecticide effects with all tested
compounds
Ribeiro etal. 2019 Brazil “loxicity against 1. urticae Fumigation and Fumigation: 0.2t0 1.0 i/l Ensaio de Fumigation: Terpinolene was the most toxic ~ Acaricide (Ribeiro et al.,
Fumigation test residual contact ail compound. 2019a)
Residual contact test Residual contact: 43 to Residual contact test: Terpinolene had the lowest
Ferlility Bioassay 688 mg/ml effect
Ferlility: 0,4 ul/L de ar Fecundity bioussay: reduced the munber of eggs laid
by T. urticae by 24.53%
Ribeiro, etal. 2019 Brazil Toxicity against T. urticae Fumigation and Fumigation: 0.2to 4.0 I/l Terpinolene was the most toxic compound. Insecticide and (Ribeira et al.,
Fumigation test residual contact air 1Ca0 (95%CT) — 2.07 (1.61-2.62); y* — 5.29 Repellent 2019h)
Residual contact test Residual contact: 44 to Tow effect on residual contact
Fertility Bioassay 689 pl/ml LC,p (95%CL) = 263.06 (221.31-); #* = 5.21
Fecundity: 0.2 pl/1 Low reduction of fecundity
Do 2018 Brazil Fumigation assay Fumigation 5 to 90 ul/l High toxicity: 100% mortality by the last hour of Insecyicide (do Nascimento
Nascimento testing el al., 2018)
etal,
Litnig el al. 2018 China Insecticide activity against Triboliwn Funiigation 78,63, 15,73, 3,15, 0.63,  Toxic by fumigation against T. castarenm and Insecticide (Liang el al.,
castanewsr and Lipocelis bostrychophila and 0.13 nl/em” L. bostrychophila 2018)
Weak repellent activity against both insects
Born et al. 2018 Brazil Acaricide activity against Tetranychiis ion: 0.0002 a 16.0 assay 1.Csy (95% CIT) — 1.08 (0.62-1.63) Acaricide (Bern ef al.,
urticae Residual contact s Residual contact 10, (95% CI) — 341.91 2018)
Fumigation and residual contact assays Residual contact: 0.1 to (206.91 520.84)
800.0 pl/ml
Zhang et al. 2017 China ‘l'oxicity against Musca domestica Fumigation 1.25,2.5,375,ande 5 pl/  LCso = 1,84 pl/l Insecticide (Zhang et al,,
1 2017)
Zhang el al, 2016 China Toxicily against phil Not stated LCso = 0.09 pl/1 (04 0.14) Tnsecticide (Zhang et al,,
LGy = 0.62 pl/1 (0.44 1.15) 2016)
Macedo et al. 2016 Brazl CFA induced inflannnation in the rat Oral 3.125, 6.25, 12,5, and 25 Analgesic elfect in the acute pliase Anti inflannnatory (Macedo el al.,
Tlyperalgesia mg/kg Tnhibition of CFA-induced paw edema and analgesic 2016)
Analysis of gastric lesions Tnhibition of leukocyte infiltration in the paw
Tnvolvement of serotoninergic pathways in the
analgesic effect
Absence of gastric lesions after 11 days of treatment
Alietal. 2015 USA Repellent activity against Aedes aegypti Fumigation 25 nmol/em?® Strong repellent activity against A. aegypti and Larvicide and (Ali et al.,, 2015)
and A. quadrimaculatus A. quadrimaculatus insecticide
Ttw and Tlo 2013 Japan Sedalive effect in ddY mice (olfactory Tubalation Inhalation: Cotton soaked  The motor activily of the miice was reduced 10 67.8%  Sedative (Ito and Ito,
deficiency) Intraperitoneal wilh 0.1 mg terpi after i ion of i 0.1 mg/cage) 2011)
Mice with olfactory deficiency caused by cage Molor aclivily was reduced aller i.p. administration:
zinc sulfate Intraperitoneal: 0.01 or 31.3% (0.01 mg/kg) and 47.1% (0.1 mg/kg)
0.1 mg/kg
Chang et al. 2012 Republicof  Tnsecticide activity against KSS strainand  Tumigation No stated 1Dy, against B. germanica: Tnsecticide (Chang et al.,
Korea two field collected ST and DIN colonics Temales: KSS — 0.44 mg/em® STIL — 0.75 mg/em?; 2012)
of Blattella germanica (L.) and DIN = 0.81 mg/em?
Residual contact KSS Males = 0.28 mg/cm?
Fumigation
LDs Detenuination
Tto and o 2011 Japan Inalation 0.004, 0.04, 0.4 and 4 mg ~ SNC suppression Sedative (o and lto,
Spoutaneous locomwtor aclivity reduced at (he doses 2011)

(continued on next page)
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Table 3 (continued)

Reference

Biological

Activity

Concentration Results

Route of

Method

Country

Year

Author

Administration

of 0.04 and 0.4 mg

Sedative activities in ddY mice

induced

excitation, prolonging the sleep time of guinea pigs

with oute:

Terpinolene (0.4 mg) antagonized caffeir

Open field test using caffeine and

phenobarbital

nes comparable to those of

chlorpromazine
Weak repell

E
Z
<
<

=)

]

T
50
<
Z

Z
[

2,4, 6,8, and 10 pl

Topical

Repellent activity against T. castaneum

Contact toxicity test:

o
=3
=3
N

Wang et al.

and Sitophilus zeamaise

Fumigation

Moderate contact toxicity (LCso between 51.41 and

66.38 pg/mg)

Adult fumigant toxicity test of Sitophilus

zeamaise

igant toxicity against S. zeamaise: LCsq

1.30 (24 h), 0.86 (48 h), 0.67 (72 h), 0.37 (96 h)

The article reports that terpi

(Gu et al., 2009)

1
has rep
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used flavoring agents with significant biological activity (Felipe and
Bicas, 2017), which has stimulated the development of studies aiming to
characterize their pharmacological properties, as well as determining
their potential applications for human benefit.

Terpenes have been acknowledged as efficient therapeutic alterna-
tives in the treatment of numerous conditions in the Mediterranean,
Ayurvedic, and Chinese Medicine, which represent millenary treatment
systems based on the use of natural substances and spices following an
evidence-based approach guided by traditional knowledge (I(han,
2014). Asian countries such as India and China have a vast and rich
record of medicinal plants that have been scientifically validated and
widely used by the population for the treatment of many diseases,
corroborating the interest of their scientists in natural product research
(Jamshidi-Kia et al., 2018). Despite the outstanding Brazilian biodiver-
sity and the existence of populations where the traditional medicine
culture is transmitted from generation to generation, the use of herbal
medicines and related therapies by the general population is still under
development, which is in part motivated by the growing difficulty of
access to commercial medicines (Valli and Bolzani, 2019). Importantly,
natural product research using species of the Brazilian biodiversity has
identified a significant number of molecules with the potential to be
used in drug development (Paduch et al., 2007).

The present review included preclinical studies performed either in
silico, in vitro, and in vivo, in order to cover the therapeutic potential and
other biological activities of terpinolene. Special attention should be
given to the small number of computational tests (in silico), despite the
fact that this type of study present advantages such as lower demand for
physical resources, low execution cost, fast results, selection of new and
likely targets based on machine learning, and potential for fingerprint-
based molecular interaction (Agamah et al., 2020). However, only
preclinical studies using in vivo animal models followed by clinical trials
will provide consistent information regarding the pharmacokinetic pa-
rameters (including absorption, distribution, metabolism, and excre-
tion) required during the stages of drug development (Jaroch et al.,
2018). Next, we discuss the properties of terpinolene in sections orga-
nized according to the main biological activities reported in this review.

Toxicity and cytotoxicity

Insecticides are substances used to Kill insects, which has a direct
impact on human health due to the elimination of disease vectors.
However, many of these agents are synthetic compounds that pollute the
environment causing toxic effects to various organisms (Ansari et al.,
2014; Beard et al., 2003). Thus, a growing number of researchers have
searched for bioecological alternatives to combat vectors without
causing environmental damage, among which plant-derived natural
products stand out as promising insecticides (Ansari et al., 2014). In this
context, studies have demonstrated the effectiveness of terpinolene in
the elimination of disease vectors due both to its insecticide and larvi-
cide properties (Monro, 1971).

Several of the pesticide categories (acaricides, fungicides, in-
secticides, herbicides, and larvicides) share properties reported for ter-
pinolene in the present review (Coutinho et al., 2005). Accordingly,
terpinolene was found to present toxic effects against a variety of or-
ganisms, especially against insects (Ali et al., 2015; Chang et al., 2012;
do Nascimento et al., 2018; Liang et al., 2018; Liu et al., 2020; Park
et al., 2003; Pavela et al., 2018; Ribeiro et al., 2020; Ribeiro et al., 2019;
Wang et al., 2009; Zhang et al., 2017, 2016), larvae (Ali et al., 2015;
Cheng et al., 2009a, 2009b; Conti et al., 2012; da Silva et al., 2016;
Kweka et al., 2016; Pavela, 2015; Perumalsamy et al., 2009), and mites
(Born et al., 2018; Ribeiro et al., 2019a, 2019b). Studies have reported
the insecticide effect of terpinolene against Culex quinquefasciatus (with
letal activity detremined by LCsy of 25.7 pl/l and LCqy of 50.1 pl/1)
(Pavela et al., 2018), Bemisia tabaci (2 pl/1) (Ribeiro et al., 2020), Bacopa
caroliniana (20 pl/1) (Liu et al., 2020), Rhyzopertha dominica (5 pl/1) (do
Nascimento et al., 2018), Musca domestica (1.25 pl/1) (Zhang et al.,
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Fig. 3. (a) Number of publications per year; (b) Geographical distribution of publications are represented as the number and percentage of total publications.
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Fig. 4. Type of study vs. biological activity. Resulst are expressed as the number and percentage of publications reporting the corresponding biological activity.

2017), Callosobruchus chinensis (0.18 mg/cmz), and Sitophilus oryzae
(0.05 mg/cmz) (Park et al., 2003), Tribolium castaneum and Lipocelis
bostrychophila (Liang et al., 2018), Drosophila melanogaster (Zhang et al.,
2016), Aedes aegypti (da Silva et al., 2016), Anopheles quadrimaculatus
(Ali et al., 2015), A. albopictus (Cheng et al., 2009b; Conti et al., 2012;
Gu etal., 2009), Culex quinquefasciatus (Pavela, 2015), Anopheles gambia
(Kweka et al., 2016), Culex pipens pallens, and Ochlerotatus Togoi (Peru-
malsamy et al., 2009) and Blattella germanica (Chang et al., 2012).
Corroborating the findings of the present review, literature data
regarding the biological activities of other non-oxygenated monocyclic
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monoterpenes presenting the same molecular mass as terpinolene indi-
cate that they share comparable insecticidal activities, as demonstrated
for limonene (Liang et al., 2018; Ribeiro et al., 2020). Additionaly,
p-cymene showed slightly higher toxicity than terpinolene against Cx.
quinquefasciatus larvae (LCsg of 20.6 pl/l e LCq pl/l = 25.8) (Pavela
et al., 2018). Wang et al., (2009) demonstrated that like terpinolene,
monoterpene terpinene presented a significant activity against Sitophilus
zeamaise (fumigant assay) and a study carried out by Chang et al. (2012),
demonstrated the high toxicity of terpinolene, p-cymene, o-cymene, and
m-cymene against Blattella Germanica.
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Fig. 5. Risk of bias summary. Each included study was analyzed by the authors following judging questions (Q1-Q10) and classified according to their risk of bias.
Yellow (?): unclear/uncertain risk of bias; red (-): high risk of bias; blue (+): low risk of bias. Q1: Was the allocation sequence adequately generated and applied?; Q2:
Were the groups similar at baseline or were they adjusted for confounders in the analysis?; Q3: Was the allocation to the different groups adequately concealed?; Q4:
Were the animals randomly housed during the experiment?; Q5: Were the caregivers and/or investigators blinded from the knowledge of which intervention each
animal received during the experiment?; Q6: Were the animals randomly selected for outcome assessment?; Q7: Was the outcome assessor-blinded?; Q8: Were
incomplete outcome data adequately addressed?; Q9: Are the study reports free of selective outcome reporting?; Q10: Was the study apparently free of other
problems that could result in a high risk of bias?) (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of

this article.).
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Fig. 6. The risk of bias scale indicates the proportion of articles that met each criterion.

Unlike the large number of in vitro studies, the acaricide potential of
terpinolene using in vivo models remains poorly investigated. Never-
theless, this monoterpene proved to be efficient against Tetranychus
urticae at concentrations ranging from 0.0002 pl/1 (Born et al., 2018) to
0.2 pl/l (Ribeiro et al., 2019a, 2019b), which is comparable to results
obtained with monoterpenes limonene and p-cymene against Tetra-
nychus urticae (Born et al., 2018; Ribeiro et al., 2019).

Regarding the mechanisms of action underlying the insecticidal

activity of terpinolene, da Silva et al. (2016) demonstrated that this
monoterpene interferes with the activity of L4 gut proteases, including
trypsin-like enzymes (serine proteases are involved in insect digestion
processes) of A. aegypti in addition to suggesting the involvement of
acetylcholine-related mechanisms in the toxicity to several insect
species.

When analyzing the influence of drug exposure reported in the
studies, it was observed that the insecticidal effect of terpinolene is
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Fig. 7. Predicted molecular targets for terpinolene. This data was obtained using the Swiss TargetPrediction computational tool.

influenced by the time of exposure (tending to decrease the effect over
the course of hours), method of exposure (inhalation/vapor action
seemed to be, comparatively, the most effective), and environmental
conditions (closed environments drastically increase the insecticidal
action). Therefore, it is believed that increased exposure in closed en-
vironments, for a shorter time and in a way that facilitates exposure to
this airborne route tends to optimize the desired toxicity. Also, studies
have demonstrated that terpinolene’s insecticide potential is associated
with its volatility and power of induction of cell death by mitochondrial
apoptosis and ROS generation causing oxidative stress (Monro, 1971).
Together, these findings suggest that terpinolene could be used in the
development of anti-vector products.

The cytotoxic profile of terpinolene has been investigated and
characterized on human cells (Aydin et al., 2013; de Christo Scherer
et al., 2019; Morshedi et al., 2014; Turkez et al., 2015) in order to
determine its in vitro safety, as well as assess its potential therapeutic
uses, e.g. against cancer. Accordingly, our target prediction study
identified the Proto-oncogene tyrosine-protein kinase ROS (which has
been shown to play key roles in signal transduction and cellular
communication, as well as is associated with a variety of cancers) as a
potential target for terpinolene, suggesting that this compound could
have beneficial roles in cancer. This is corroborated by previous research
demonstrating that the monoterpene, at concentrations above 50 mg/1,
has antiproliferative activity against neuroblastoma cells (N2a) (Aydin
etal., 2013), which is possibly related to the inhibition of n-nitrosamine
(in silico) (Sawamura et al., 1999). Blood cells treated with terpinolene at
concentrations ranging from 150 mg/L to 200 mg/I released increased
levels of LDH, indicating that the compound is toxic at this concentra-
tion range (Turkez et al., 2015). On the other hand, terpinolene pre-
sented a cytoprotective profile in PC12 (Rat pheochromocytoma) cells
(Morshedi et al., 2014) and failed to induce significant cytotoxic effects
against L929 fibroblasts and RAW macrophages cells (de Christo Scherer
et al., 2019).

Interestingly, terpinolene caused a marked increase in intracellular
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production of ROS in cancer cells, resulting in increased expression of
apoptotic markers such as the BCL2-associated X protein (BAX), Poly
ADP (Adenosine Diphosphate)-Ribose Polymerase (cleaved-PARP), and
pro-caspase-8 without promoting genotoxic effects (Kig et al., 2021).
Another study, using the unicellular organism Schizosaccharomyces
pombe showed that terpinolene toxicity was correlated with oxidative
stress and reduction of the mitochondrial transmembrane potential
(Agus et al., 2018).

Antioxidant activity

In this review, a total of 11 scientific studies reported the in vitro
antioxidant activity of terpinolene (Aydin et al., 2013; Choi et al., 2000;
de Christo Scherer et al., 2019; Dorman et al., 2000; Emami et al., 2011;
Grassmann et al., 2003; Grabmann et al., 2005; Kim et al., 2004; Lu
et al., 2019; Ruberto and Baratta, 2000; Turkez et al., 2015), most of
which through the elimination of the DPPH free radical, inhibition of
thiobarbituric acid reactive species (TBARS) (Dorman et al., 2000; Lu
et al., 2019; Ruberto and Baratta, 2000), and inhibition of LDL oxidation
(Grassmann et al., 2003; Grafmann et al., 2005). Studies have shown
high terpinolene concentrations have a protective role against oxidative
stimuli by increasing the total antioxidant capacity via induction of Akt1
expression. However, the study of Boulebd (2021) demonstrated that the
hydroperoxyl radical scavenging activity exhibited by terpinolene is
strongly influenced by the environment, which at least in part, explains
the balance between ROS generation and the antioxidant capacity of
terpinolene (Boulebd, 2021).

A study by Lu et al. (2019) demonstrated that terpinolene
concentration-dependently promoted a reduction of total oxidant levels
and an increase in the antioxidant substances, which was comparable to
the effectiveness of butylated hydroxytoluene (positive control used)
based on the results obtained using the DPPH and TBARS methods. The
same study also demonstrated that monoterpene y-terpinene inhibited
lipid peroxidation to the same extent as terpinolene (over 80%
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inhibition, comparable to the standard antioxidant control). On the
other hand, the monoterpene (+)-limonene exhibited no significant
activity when evaluated through different methods, i.e., exhibited low
DPPH radical-scavenging ability, low protective capacity against lipid
from oxidation (Emami et al., 2011).

Free radicals such as reactive oxygen species (ROS) are naturally
produced in various organisms, both at normal physiological conditions
and stressful situations (Dallaqua and Damasceno, 2011; Halliwell and
Gutteridge, 2015). However, it has been consistently demonstrated that
pathological ROS generation is associated with the development of
chronic diseases, as observed in Alzheimer’s (Mecocci et al., 1994),
which has stimulated the discovery of antioxidant substances capable of
inhibiting the generation or neutralizing the effects of free radicals
(Halliwell and Gutteridge, 2015). Given the significance of its antioxi-
dant activity, it is assumed that terpinolene can be a potential drug
candidate for the treatment of pathological processes caused by oxida-
tive stress.

Antimicrobial activities

According to the consulted literature, terpinolene has antimicrobial
activities such as a parasite, antifungal, antibacterial, virucide, and
trypanocide. In this context, terpinolene showed activity against Try-
panosoma brucei with an ECsp= 0.035 pg/ml (0.26 pM), similar to effect
observed for the non-oxygenated monoterpene limonene (Ngahang
[Kamte et al., 2018). Its fungicide effects were demonstrated in studies
with Leptographium abietinum (Davis et al., 2018), Candida tropicalis (32
mg/ml), C. utilis (8 mg/ml), C. albicans (at concentrations above 32
mg/ml), Botrytis cinereac, and Sclerotium cepivorum. Importantly, evi-
dence has indicated that the mechanism of action underlying terpino-
lene effects involves direct damage to the fungal membrane and
organelles (Pontin et al., 2015; Shin, 2004; Yu et al., 2015). Addition-
ally, Pinto et al. (2020) showed the interference of terpinolene in the
plasma membrane of the fungus Microsporum canis LM216 (dermato-
phytes fungi strains) promoting cytotoxicity mechanisms associated to
increased K" influx.

Regarding the antibacterial effects of terpinolene, studies have
demonstrated that this monoterpene inhibited the growth of Microcystis
aeruginosa (at concentrations above 1079 mM), a harmful freshwater
cyanobacteria of economic and ecological importance (Zhao et al.,
2020). Lee et al. (2013). Furthermore, the compound demonstrated its
effectiveness against Propionibacterium acnes and S. aureus, which are
important causative agents of skin infections. The compared the effec-
tiveness of other terpenes, were observed that alfa-terpinene and limo-
nene showed a moderate antibacterial action, while p-cymene exhibited
low antibacterial activity.

Interestingly, while Kim et al. (2006) stated that terpinolene showed
little or no significant effect against B. bifidum, B. longum, L. acidophilus,
E. coli, and C. perfringens, Ngan et al. (2012) found intense antibacterial
activity against the same strains, except for E. coli. However, since no
MIC value for terpinolene was reported in the work of Kim et al. (2006),
a complete interpretation of their results is not possible. Finally, in
addition to being active against nine enteric pathogenic bacteria
(B. fragilis, B. thetaiotaomicron, C. perfringens, C. paraputrificum, K.
pneumoniae, E. coli, S. Typhimurium, C. difficile, C. butyricum, and
S. aureus), terpinolene inhibited the growth acidophilic bacteria playing
important roles on the intestinal flora balance such as B. adolescentes, B.
bifidum, B. breve, B. infantis, B. longum, L. acidophilus, L. casei (Ngan et al.,
2012).

Terpinolene was found to cause inhibition of photosynthesis and
nitrogen metabolism through the enzymatic inhibition of nitrate
reductase and glutamine synthetase, in addition to inducing the oxida-
tive stress of the algae Microcystis aeruginosa (Zhao et al., 2020).

Finally, consistent evidence has demonstrated the antiviral proper-
ties of this monoterpene against influenza A virus, PR8 subtype HIN1,
Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) and 2 (HSV-2), Echovirus 9 (Hill
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strain), Poliovirus 1 (Sabin strain), Coxsackievirus B1 and Adenovirus 2.
For the influenza A/PR/8 virus subtype HIN1, this compound showed
antiproliferative effects, without however inhibiting neuraminidase
expression or virus fixation in the cells (Garozzo et al., 2011, 2009).

Other pharmacological effects

Among the less reported activities, terpinolene was found to induce a
fibrinolytic effect by apparent disruption of fibrillation formation in hen
egg white lysozyme (HEWL), corroborating with the finding that p-
cymene presented similar effect, decreasing the ThT fluorescence in-
tensity. On the other hand, limonene was found to induce fibrillation
and increased ThT fluorescence intensity by more than 50% (Morshedi
et al., 2014). Terpinolene can inhibit P-glycoprotein (P-gp)-mediated
transport and interact with P-gp substrates during intestinal absorption
processes, which is also observed for alpha-terpinene (Yoshida et al.,
2006).

Terpinolene was also found to inhibit acetylcholinesterase (AChE) in
silico (Politi et al., 2017), in vitro (Bonesi et al., 2010) e in vivo (ICsg
values < 10 pl/ml) (Liu et al., 2020), in adition to inhibiting butyr-
ylcholinesterase (BChE) in vitro (Bonesi et al., 2010). Comparable results
were demonstrated by limonene with regard to the inhibition of AchE
(IC50 = 225.9) and BchE (ICsq = 456.2) (Menichini et al., 2009). Other
monoterpenes, including p-cymene, y-terpinene, (+)-limonene, and
(-)-limonene inhibited AChE activity by 30% to 40% (Miyazawa et al.,
1997). Importantly, it has been suggested that compounds with anti-
AChE activity have the potential to be used in the development of a drug
against Alzheimer’s Disease (Seifi Nahavandi et al., 2020).

Previous research demonstrated that terpinolene has anti-
inflammatory and antinociceptive effects that are related to interfer-
ence with serotonergic pathways in the central nervous system (CNS). It
was proposed that the mechanisms underlying these effects involve in-
hibition of serotonin receptors (5HT-2A) (Macedo et al., 2016), as
demonstrated by an increase in the mechanical threshold (as measured
by Randall Selitto paw pressure test) (Macedo et al., 2016). Other pro-
posed mechanisms are the interaction with 5HT-3 receptor channels
(expressed in an adrenergic cell line N1E-115) and the inhibition of
calcium influx inhibition via GABA-mediated signaling (Riyazi et al.,
2007).

A study by Ito and Ito (2011) demonstrated that the monoterpene
showed an effect similar to that chlorpromazine, prolonging the
pentobarbital-induced sleep time through an antagonistic action in
dopaminergic, noradrenergic, and serotonin neurons. A study by
Koyama and Heinbockel (2020) suggested that the mechanisms of action
of essential oils and terpenes are intrinsically related to their multiple
roles in the olfactory/respiratory system (Kobayakawa et al., 2007;
Mori and Sakano, 2011; Soria-Gomez et al., 2014). Accordingly, a
clinical study of terpinolene found significantly reduced tension,
enhanced relaxation, and stable states of brain function following the
treatment, especially in prefrontal regions, which is possibly due to the
modulation of olfactory receptors, one of the largest families of G-pro-
tein-coupled receptors (Sowndhararajan et al., 2015).

This systematic review is a pioneering study listing the different
properties of terpinolene in a biological context. The in vivo trials that
compose this study had their risk of bias analyzed to determine the
reliability of their methods. It is worth mentioning that in vivo methods
are crucial for the evaluation of pharmacokinetic (e.g., absorption,
metabolism, bioavailability) and pharmacodynamic (e.g., potency, af-
finity, selectivity) parameters, as well as to elucidate the cellular and
biochemical events underlying the mechanism of action of a given
compound such as gene transcription, protein expression, mediator
product and other metabolic changes associated to disease status.
Finally, with regard to the biological properties of terpinolene, this re-
view highlights its insecticidal and antioxidant effects as the most
promising activities demonstrated through preclinical studies. Other
terpinolene properties, such as cytotoxicity, genotoxicity, and oxidative
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potential are discussed in conformity with the corresponding literature.

In general, terpenes are capable of inducing ROS generation,
contributing to lipid peroxidation, oxidative damage, and increased
cytotoxic markers. Here, we suggest that the prooxidant and cytotoxic
effects of terpenes could be explored in drug development in the context
of anticancer and antiparasitic research. On the other hand, the anti-
oxidant activity of terpinolene are directly linked to its cytoprotective
effects, which could be useful in preventing cell damage caused by
oxidative stress (mediated by both ROS and RNS), as well as having
potential beneficial effects on neurodegenerative diseases such as Alz-
heimer’s. Accordingly, evidence raised by the present study indicates
that terpinolene may have a wide range of pharmacological effects.

Finally, before the small number of preclinical trials reporting the
pharmacokinetic profile of terpinolene, we encourage the development
of research addressing this issue. Although some studies have mentioned
the possibility of using terpinolene in the production of food, in-
secticides, and medicines, given the lack of scientific data proving its
effectiveness, this theme deserves further investigation through in vivo
and clinical studies.

Materials and methods

A systematic review was carried out according to the Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA)
and and the Cochrane Handbook for Systematic Reviews guidelines. The
systematic review protocol used in this aim was registered at the In-
ternational Prospective Register of Systematic Reviews (PROSPERO).

Strategy of research

Bibliographic research was conducted in four electronic databases:
Embase, Medline/PubMed, Scopus, and Web of Science. In each data-
base, different combinations of the following descriptors were used:
terpinolene “AND" activity "OR" properties “OR" therapeutic "OR"
treatment. All manuscripts published in English from 1960 to 12
September 2020 were considered and analyzed according to the other
steps of the review.

Inclusion and exclusion criteria

The following inclusion criteria were adopted: (1) articles using in
silico, in vitro, or in vivo methods, (2) the intervention was performed
using only terpinolene as a treatment, (3) the control group was placebo
or non-exposed control group, (4) the articles should discuss the bio-
logical activity of terpinolene, and (5) only primary (original) papers
were considered.

The following criteria were used to exclude articles: (1) papers
showing only clinical studies, (2) articles presenting mixtures of com-
pounds whose activity was not attributed to terpinolene alone, (3)
manuscripts published in other language except English, portuguese and
espanhol, (4) articles with unavailable full texts, (5) articles without the
selected descriptors, (6) duplicated studies, and (7) review articles.

Selection of studies

The first step of our work was to conduct a search in the electronic
databases using the selected descriptors. The list of articles containing
full information (title, abstract, and keywords) was downloaded (spe-
cific programs were not used for the screening of articles), duplicates
were removed, and inclusion and exclusion criteria were applied by
independent researchers (IOM and JRS) using the PRISMA guidelines to
assess the eligibility criteria for each article. Any divergence in the se-
lection of eligible studies was resolved by consensus. The articles
selected in the initial screening, as well as those whose preliminary
analysis left doubts, had the full texts analyzed and documented in a
PRISMA flowchart.
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Data extraction and analysis

Data extraction was carried out by two researchers (IOM and JRS)
independently using a predetermined extraction table, and disagree-
ments were resolved by consensus. The reported activities are sub-
divided into in silico, in vitro, and in vivo. For each subgroup, a table was
elaborated with information on (1) authors, (2) year, (3) country, (4)
method, (5) administration route, (6) dose and/or concentration tested,
(7) main results, and (8) biological activity. For each table, the
compatible extraction data for each type of study was addressed.

Prediction of biological activity profiles

The SwissTargetPrediction online tool (http://swisstargetprediction.
ch/) was used to predict small molecules working as potential targets for
terpinolene according to their 2D or 3D similarity with the ligand.

Evaluation of the methodological quality of the study/risk of bias

The risk of bias and methodological quality of the selected in vivo
studies (non-human animals) were manually analyzed by two re-
searchers (IOM and JRS) independently using the SYRCLE's Risk of Bias
(RoB) methodology (Hooijmans et al., 2014) and the final validation of
the risk assessment was performed by two independent researchers
using the kappa index. This tool was not used to analyze in vitro or in
silico studies since there is no validated tool for this type of research.
After the analysis, the studies were classified into the following cate-
gories: "low risk of bias", "high risk of bias" and "clear risk of bias".

Data synthesis

The results were presented through a narrative synthesis since it was
not possible to conduct a meta-analysis due to the great heterogeneity of
the studies addressed in this review.

Conclusions

Our analysis of the literature revealed that most studies addressing
the biological activities of terpinolene were conducted using in vitro
tests. However, it is observed that the in vivo assays describe in more
detail its biological properties at the molecular level, which is useful for
elucidating the mechanisms of action of this monoterpene. According to
the studies presented in this review, terpinolene is an isolated compound
with the potential to be used in the development of commercial for-
mulations with repellent effects as well in the composition of in-
secticides, both as the active principle or as an adjuvant. It is worth
mentioning, however, that terpinolene has a series of pharmacological
effects that need to be better investigated to establish its potential
therapeutic applications, as well as the mechanisms underlying its bio-
logical actions. Thus, future research should consider exploring the
possibility of new studies in vitro, in vivo, and clinical studies for thera-
peutic applications of this compound with a better perspective in un-
derstanding its potential benefits to human health.
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4.2 ARTIGO NO FORMATO DA REVISTA PARA O QUAL SERA SUBMETIDO

O artigo 2 trata do manuscrito originado do trabalho desenvolvido durante a dissertagéo,
obtidos através da investigacdo do efeito anti-inflamatério in vivo do terpinoleno.

Artigo 2 — Estudo do potencial anti-inflamatério do terpinoleno em modelo murino

Autores: Isis Oliveira Menezes, Lucas Yure Santos da Silva, Renata Torres Pessoa, Andreza
Guedes Barbosa Ramos, Francisco Assis Bezerra da Cunha, Jaime Ribeiro Filho; Anita

Oliveira Brito Pereira Bezerra Martins, Irwin Rose Alencar de Menezes

Jornal/Revista: Phytomedicine / https://www.sciencedirect.com/journal/phytomedicine /

QUALIS: Al
Situacdo: A ser submetido

Normas para autores: https://www.elsevier.com/journals/phytomedicine/0944-7113/quide-for-

authors
Resumo:

Contexto: Terpinoleno (C10H1s), monoterpeno ndo oxigenado de possivel agdo em enzimas
envolvidas nesse processo inflamatério e comprovada acdo antioxidante. Propdsito: Objetivou-se
avaliar a atividade anti-inflamatdria aguda do terpinoleno em modelos murinos. Desenho do estudo:
Foram conduzidas experimentac@es in vivo com animais ndo humanos por meio de metodologias de
avaliacdo da atividade anti-inflamatéria difundidos na literatura cientifica.  Métodos: Os
experimentos agudos incluem: ensaio de formalina, edema de pata por carragenina, dextrana,
histamina, acido araquiddnico e prostaglandina, edema de orelha por dleo de créton, e o cronico:
granuloma induzido pela implantagéo de pellets de algoddo (CEUA 00346/2019-2). Resultados: Na
avaliacdo da acdo anti-inflamatoria topica (edema de orelha), todas as concentrages testadas (5, 10
e 20 mg/mL) exerceram efeitos significantes (33,82, 29,63 e 33,30%, respectivamente). O terpinoleno
demonstrou significativa acdo anti-inflamatéria, sendo a dose de 200 mg/kg a Unica que promoveu
resultados significantes no teste de formalina, reduzindo os tempos de lambedura e mordedura nas
fases 1 (73,55 %) e 2 (96,61 %). No edema pela carragenina, todas as doses reduziram
significativamente o edema: 50 mg/kg (T1: 47,74%, To: 54,67%, Ts: 48,63% e T4: 62,99%), 100
mg/kg (T1: 72,86%, T2: 71,03%, T: 48,63% e T4: 57,83%) e 200 mg/kg (T1: 43,22%, T2: 34,11%, Ts:
36,47% e Ta: 45,20%), entretanto, no edema por dextrana, apenas a maior dose (200 mg/kg) foi
significativa (T1: 51,18%, T»: 60%, T3: 50,92% e T4: 65,15%). Para avalia¢do da via envolvida, foi

realizado o edema de pata induzido por histamina e acido araquidénico com a maior dose. Os
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resultados demonstraram reducdo significativa discreta e tardia (apenas no ultimo tempo, com
63,92%) na presenca de histamina, entanto, no edema envolvendo &cido araquidonico, o terpinoleno
promoveu inibicdo em todos os tempos (T1: 37,04%, To: 24,32%, Ts: 35,13% e T4 35,53%),
confirmada pela reducdo significativa do edema de pata induzido por prostaglandina E». Para
avaliacdo do potencial de atividade anti-inflamatdria crénica (granuloma induzido por pellets de
algoddo) foi observado que o terpinoleno (200 mg/kg) foi capaz de reduzir do peso dos pellets
(21,43%) e o teor de proteinas totais (36,21%). Conclusdo: Conclui-se que o terpinoleno apresenta
atividade anti-inflamatdria aguda e cronica frente aos modelos experimentais testados contribuindo

no desenvolvimento de novos produtos.
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Resumo

Contexto: Terpinoleno (CioHis), monoterpeno nao oxigenado de possivel agdo em enzimas envolvidas nesse processo
inflamatdrio e comprovada agao antioxidante.

Propésito: Objetivou-se avaliar a atividade anti-inflamatdria aguda do terpinoleno em modelos murinos.

Desenho do estudo: Foram conduzidas experimentagdes in vivo com animais ndo humanos por meio de metodologias de
avaliagdo da atividade anti-inflamatoria difundidos na literatura cientifica.

Métodos: Os experimentos agudos incluem: ensaio de formalina, edema de pata por carragenina, dextrana, histamina,
acido araquidonico e prostaglandina, edema de orelha por dleo de créton, e o cronico: granuloma induzido pela
implantacgdo de pellets de algodao (CEUA 00346/2019-2).

Resultados: Na avaliacao da a¢do anti-inflamatdria topica (edema de orelha), todas as concentragdes testadas (5, 10 e 20
mg/mL) exerceram efeitos significantes (33,82, 29,63 e 33,30%, respectivamente). O terpinoleno demonstrou significativa
acao anti-inflamatoria, sendo a dose de 200 mg/kg a tinica que promoveu resultados significantes no teste de formalina,
reduzindo os tempos de lambedura e mordedura nas fases 1 (73,55 %) e 2 (96,61 %). No edema pela carragenina, todas as
doses reduziram significativamente o edema em: 50 mg/kg (T1: 47,74%, T2: 54,67%, T3: 48,63% e Ta: 62,99%), 100 mg/kg (T1:
72,86%, T2: 71,03%, T: 48,63% e Ta: 57,83%) e 200 mg/kg (T1: 43,22%, T2: 34,11%, T3: 36,47% e Ta: 45,20%), entretanto, no
edema por dextrana, apenas a maior dose (200 mg/kg) foi significativa (T1: 51,18%, T2: 60%, T3: 50,92% e Ta: 65,15%). Para
avaliagao da via envolvida, foi realizado o edema de pata induzido por histamina e acido araquidénico com a maior dose.
Os resultados demonstraram redugao significativa discreta e tardia (apenas no tltimo tempo, com 63,92%) na presenca de
histamina, entanto, no edema envolvendo acido araquidénico, o terpinoleno promoveu inibi¢do em todos os tempos (T
37,04%, Ta2: 24,32%, Ts: 35,13% e Ta: 35,53%), confirmada pela redugao significativa do edema de pata induzido por
prostaglandina Ez. Para avaliagdao do potencial de atividade anti-inflamatdria cronica (granuloma induzido por pellets de
algodao) foi observado que o terpinoleno (200 mg/kg) foi capaz de reduzir do peso dos pellets (21,43%) e o teor de proteinas
totais (36,21%).

Conclusao: Conclui-se que o terpinoleno apresenta atividade anti-inflamatéria aguda e cronica frente aos modelos
experimentais testados contribuindo no desenvolvimento de novos produtos.
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Palavras-chave: terpinoleno, antiedematogénica, inflamagao topica; inflamagao crénica.

Lista de abreviaturas:

CGRP: Calcitonin Gene Related Pepitide

COX: Enzima Cicloxigenase

EROs: Espécies reativas de oxigénio (Inglés: Reactive oxygen species)
IL: Interleucina

iNOs: Oxido nitrico sintase induzivel

IUPAC: Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
LOX: Enzima Lipoxigenase

LPS: Lipopolissacarideo

NE-kB: Fator Nuclear kappa B

ON: Oxido nitrico

PGEz: Prostaglandina E2

PGs: Prostaglandinas

PLA:2: Fosfolipase A2

TNEF- a: Fator de Necrose tumoral

1. Introducao

O terpinoleno (1-methyl-4-propan-2-ylidenecyclohexene | CioHis) (PUBCHEM, 2021) é um
monoterpeno monociclico de alta lipofilicidade (FALK et al., 1990), amplamente encontrado na composigao de
plantas aromaticas como algumas espécies de pinheiros (GAD; AL-SAYED; AYOUB, 2021), entre outras
espécies vegetais. A eficdcia dos terpenos para o tratamento de cancer, dor neuropatica e doengas de origem
inflamatdria ja foram demonstradas utilizando modelos animais (KIM, Taejoon et al., 2020). Com baixa
toxicidade in vivo e in vitro, essa classe apresenta substdncias promissoras para a farmacoterapia. Estudos
executados com o terpinoleno (de origem sintética ou por purificacdo) demonstram que este composto possui
uma potente acdo antiproliferativa para células tumorais por diminuicdo da expressao a proteina kinase 1,
acdo antioxidante, antifingica, inseticida, e larvicida e anti-inflamatodria, entre outras (MENEZES et al., 2021).

Mesmo com a atividade da classe dos monoterpenos bem delimitada (SA,‘ ANDRADE; SOUSA, 2013),
dados experimentais publicados na literatura que atestem as atividades do terpinoleno puro, sao escassas,
havendo apenas dois estudos associados diretamente a atividade anti-inflamatéria (DE CHRISTO SCHERER
et al., 2019; MACEDO et al., 2016). Entretanto, alguns possiveis alvos foram identificados e indicaram que ha
possivel interacao com alvos farmacoldgicos inflamatoérios como receptores serotoninérgicos e correlagdo com
a via dos eicosanodides (MENEZES et al., 2021). A inflamag¢ao é um mecanismo de defesa do organismo a
agressores enddgenos ou exdgenos caracterizada por quatro sinais cardinais: dor, rubor, calor, edema e, em
alguns casos, acabam culminando com perda total ou parcial da fungao fisioldgica (VIVIER; MALISSEN, 2005).
O estimulo nocivo promove acionamento de mecanismos imunes que produzem respostas sanguineas e
celulares que visam o restabelecimento do estado homeostatico, regeneracao e manutencao da integridade
tecidual (BOLZANI, 2016).

Considerando a importancia da terapéutica na modulagdo de processos inflamatdrios, a relagao
promissora desse terpeno com alvos farmacologicos e a subavaliacdo de estudos envolvendo o terpinoleno
nessa tematica, esta pesquisa objetivou avaliar o potencial anti-inflamatdrio agudo (efeito antiedematogénico)

e cronico do terpinoleno em modelo murino.

2. Materiais e métodos

2.1. Aspectos éticos da pesquisa
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A pesquisa foi rigorosamente em conformidade e conduzida em estrita obediéncia as normas e
diretrizes bioéticas vigentes para ensaios envolvendo animais (Guide for the care and use of laboratory animals,
2011; Lei Federal N® 11.794, 2008); e integridade da fauna e flora (BRASIL, 1998) (DALBEN; EMMEL, 2013),
sendo a mesma aprovada no Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob numeragio 00346/2019-2.

2.2 Delineamento do estudo

Estudo de carater experimental randomizado com animais ndo-humanos, de natureza quantitativa. O
instrumento de coleta de dados foi executado através dos modelos farmacolégicos in vivo para observagao dos
efeitos das drogas testadas. O método experimental consistiu essencialmente em submeter os objetos de estudo
a influéncia de varidveis, em condi¢bes controladas e conhecidas pelo investigador, para observar os
resultados que a variavel evidenciou no objeto (GIL, 2008).

2.3 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus), albinos, cepa Swiss de ambos os sexos, com massa
corporea delimitada entre 20-30 g, escolhidos randomicamente. Estes foram mantidos acondicionados em
gaiolas de polipropileno e mantidos em ambiente com temperatura entre 22 + 3°C, ciclo claro/escuro de 12 h e
com livre acesso a agua potavel e racdo especifica para roedores (Labina, Purina®).

2.4 Drogas

Substancias utilizadas: terpinoleno, carragenina, dextrana, histamina, acido araquiddnico,
prostaglandina E2 e éleo de créton (Sigma-Aldrich), kit para dosagem de proteinas (Labtest), decadron (Aché),
quetamina (VETNIL), e xilazina (anasedan - CEVA Brasil).

A DLso do terpinoleno em ratos por administracao oral foi de 4390 mg/kg de terpinoleno (OPDYKE,
1976), portanto, optou-se por utilizar valores inferiores a 10% do valor da DLso, escolhendo as doses 50, 100 e
200 mg/kg (diluidas em agua para injegdo com Tween 80). As doses utilizadas das demais substancias sao
discriminadas nas respectivas metodologias experimentais.

2.5 Teste de formalina

Os animais foram divididos em grupos de seis (n=6/grupo) para serem tratados por via oral com agua
para injecao (controle negativo) ou terpinoleno (diluido com tween) nas doses de 50 ou 100 ou 200 mg/kg.
Ap6s 1 hora os animais foram submetidos a uma injecdo de 20 uL de formalina 2,5 % na pata direita (espaco
sub-plantar), e colocados, individualmente, sob funil de vidro invertido, ao lado de um espelho, com a
finalidade de facilitar a observagao. O tempo transcorrido (em segundos) que o animal lambeu e/ou mordeu
a pata durante as 2 fases: 1? ou inicial (0-5 min) e 22 ou tardia (15-30 min) foi registrado por pesquisadores que
ndo estavam responsaveis pela administracdo medicamentosa ou do agente flogistico (HUNSKAAR; HOLE,
1987; TJOLSEN et al., 1992).

2.6 Avaliagdo da atividade anti-inflamatoria

Para avaliagdo da atividade anti-inflamatéria foram utilizados os modelos agudos: edema de orelha
induzido por 6leo de créton, edema de pata induzido por carragenina, dextrana, histamina, acido
araquidonico e prostaglandina E2 e como modelo cronico: granuloma induzido por pellets de algodao.

2.6.1 Edema de orelha induzido pela aplicagio tinica de dleo de créton

Os animais foram divididos em grupos de seis (n=6/grupo) para pré-tratamento das orelhas direitas
topicamente com agua injetavel (controle negativo), ou concentra¢des 5 ou 10 ou 20 mg/mL de terpinoleno
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(aplicagdes de 20 pL, sendo: 10 pL face externa e 10 pL face interna das orelhas), esperando 15 minutos para
absorcao. Apos 1 hora, foi aplicado 20 puL do agente flogistico dleo de créton a 5 % (v/v) diluido em acetona
nas orelhas direitas e 20 puL do veiculo nas orelhas esquerdas. Decorridas 6 horas, os animais foram submetidos
a eutanasia por deslocamento cervical para posterior retirada das orelhas, cortadas em discos de 6 mm de
diametro com punch (perfurador de couro metalico) e pesadas em balanga analitica (TUBARO et al., 1986).

2.6.1.1 Quantificacdo do edema e do efeito inibitdrio médio.

Os discos de 6 mm de diametro obtidos das orelhas direitas (tratamento com o agente flogistico) e das
esquerdas (tratadas com o veiculo), foram pesados e utilizados na quantificacao do percentual de inflamacao
em cada animal analisado. O edema de orelha, evidenciado em percentual de acréscimo na massa, em gramas,
da orelha, mensurado em balanga analitica cujos valores compde o calculo da porcentagem de edema, que
consiste da diferenca da massa do disco da orelha e esquerda, dividido pela massa do disco esquerdo,
multiplicado por 100. O efeito inibitério médio da inflamagao (EIM, em %) de cada tratamento, foi calculado
pela férmula: a diferenca entre a média do percentual de edema do grupo controle e do tratado sujeitado ao
tratamento com agua para injecdo, dividido pela média do controle, multiplicado por 100.

2.6.2 Edema de pata induzido pela injecio intraplantar de agente flogistico: carragenina, dextrana, histamina, dcido
araquidonico (AA), prostaglandina E2 (PGE:)

Os animais foram divididos em grupos de seis (n=6/grupo), os quais tiveram o volume inicial (Vi) da
pata posterior direita e esquerda avaliados por pletismometria (medida basal). Logo em seguida, os animais
foram pré-tratados por via oral com agua para injecao (controle negativo) ou terpinoleno nas doses 50 ou 100
ou 200 mg/kg. Apds 1 hora dos tratamentos, os animais receberam (20 uL) na pata posterior direita e veiculo
(20 pL) na pata esquerda. O volume das patas traseiras foi registrado por pletismometria apds injecao do
agente flogistico em tempos especificos de acordo com a metodologia correspondente de cada substancia
sendo: carragenina e dextrana volume registrado apds 1, 2, 3 e 4 horas (WINTER; RISLEY; NUSS,
1962),histamina apds 30, 60, 90, 120 e 180 min (MALING et al., 1974), acido araquidonico apds 15, 30, 45, 60 e
90 min (DIMARTINO et al., 1987),e prostaglandina E2 ap6s 15, 30, 45 e 60 min (CAMPOS; CALIXTO, 1995).

2.6.2.1 Mensuragdo de edema de pata

A expressao dos resultados foram obtidos pelas diferengas entre o volume final e o volume inicial
(antes da injecao do agente flogistico) da pata direita e esquerda de cada tempo, calculados na férmula: Ve =
Vf — Vi, sendo: Ve = volume do edema (em ml), Vf = volume final e Vi = volume inicial (WINTER; RISLEY;
NUSS, 1962).

2.6.3 Granuloma induzido pela implantacdo de pellets de algodio

Os animais foram previamente anestesiados com 80 mg/kg de quetamina e 20 mg/kg de xilazina
(anasedan) para serem submetidos a cirurgia através de uma pequena incisao dorsal para implantagao de
quatro pellets de algodao (posicionados tanto no lado direito como esquerdo dos quadrantes superior e inferior
do dorso dos animais). Apos a sutura, os animais foram divididos em trés grupos; (1) 10 mg/kg de agua para
injecao (controle negativo), (2) 5mg/kg de dexametasona (controle positivo) e (3) terpinoleno 200 mg/kg por
via oral, durante dez dias consecutivos a partir do dia da implantagao dos pellets. No décimo primeiro dia,
foram submetidos a eutandsia, e os blocos de algoddo, com o tecido fibrovascular circundante, foram
removidos, e postos durante 12 horas em liofilizador para a secagem dos pellets e, em seguida, determinado o
peso dos pellets. Os resultados foram expressos como a diferenca entre o peso seco inicial (40mg, 10mg cada
bloco de algodao) e final. Apds as medidas do peso seco dos pellets , eles foram colocados em tubos de ensaios,
separados por grupos e animais, foi feito homogenato com 1 mL de salina 0,9% para posterior dosagem de
proteinas totais por espectrofotometria (LALITHA; SETHURAMAN, 2010).
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2.7 Anilise estatistica

Os resultados das andlises efetuadas foram desenvolvidas tomando como base a média e seu
correspondente erro padrdao da media (E.P.M.). A andlise estatistica utilizada foi ANOVA, utilizando o

software Prism for Windows (GraphPad Software). Foram consideradas diferengas significativas de valores de p
<0,05.

3. Resultados
3.1 Screening para avaliagdo do potencial anti-inflamatdrio topico e sistémico

Para triagem da avaliagdo do potencial anti-inflamatoério do terpinoleno aplicado topicamente foi
usado o modelo de edema de orelha induzido por dleo de créton, e aplicado de forma oral foram selecionados
o teste de formalina e edema de pata induzido por carragenina.

A aplicacdo topica do terpinoleno (5, 10 e 20 mg/mL) na orelha dos animais promoveu redugao
significativa de 33,82, 29,63 e 33,30% respectivamente, do edema induzido pelo 6leo de créton quando

comparado ao grupo controle (Figura 1). Entretanto, ndo ocorreu diferenca significativa significante entre as
concentragoes.
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Figura 1: Efeito do terpinoleno (aplicagao topica) sobre o edema de orelha induzido éleo de créton em camundongos.
Efeito do terpinoleno sobre o edema de orelha induzido por 6leo de créton (**=p<0,01; ***=p<0,001 vs. controle negativo).
ANOVA seguida do Teste de Dunnett com multiplas comparagdes.

No teste de formalina associada a lesao tecidual, a reacdo da primeira fase € decorrente da ativagao
aguda dos nociceptores periféricos gerando percepgao de nocicepgao, enquanto, que na segunda a reagao é
resultante da resposta inflamatoria aguda. Portanto, esse teste é essencial para avaliagao simultanea do
potencial antinociceptivo e anti-inflamatdrio. Para o teste de formalina, foi realizada a administracao oral do
terpinoleno nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, entretanto, apenas a maior dose (200 mg/kg) reduziu
significativamente o tempo de lambedura e mordedura na pata em 73,55 % e 96,61 %, nas fases 1 (dor
neurogénica: de 0 a 5 minutos) e 2 (dor inflamatdria: de 15 a 30 minutos), respectivamente (figura 2). Nesse
ensaio, observou-se diminui¢des nos tempos de lambedura e mordedura significativas em ambas as fases, ou
seja, o aprofundamento de estudo do terpinoleno em ambos os perfis (avaliagdo do potencial frente a estimulos
nociceptivos/algésicos, ou inflamatodrios) sao pertinentes, entretanto, optamos pela vertente anti-inflamatdria,
que demonstrou porcentagem de inibicdo um pouco superior que a fase 1.
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Figura 2: Efeito do terpinoleno sobre o tempo de lambedura da pata traseira direita na primeira e segunda fase do teste
de formalina. Efeito do terpinoleno sobre o tempo de lambedura e mordedura da pata no teste de formalina na primeira
fase e segunda fase (***=p<0,001 vs. controle negativo). ANOVA seguida do Teste de Tukey com multiplas comparagoes.

O modelo de edema por carragenina ¢ um dos métodos mais populares para avaliagao de drogas e
terapias anti-inflamatdrias por apresentar mediadores predominantes na fase inicial e outros em fase tardia.
A utilizagdo desses métodos pode nao somente avaliar o potencial de acdo anti-inflamatorias, como indicar
possibilidade das vias envolvidas, além de confirmar o potencial nociceptivo. Na avaliacao da atividade anti-
inflamatdria (antiedematogénica) através do modelo de edema de pata induzido pela carragenina, o
terpinoleno mostrou uma reducao significativa do edema correlacionado ao tempo transcorrido nas doses de
50 mg/kg (T1: 47,74%, T2: 54,67%, Ts: 48,63% e Ta: 62,99%), 100 mg/kg (T1: 72,86%, T2: 71,03%, Ts: 48,63% e T4
57,83%) e 200 mg/kg (T1: 43,22%, T2 34,11%, Ts: 36,47% e Ta: 45,20%) em comparagdo ao grupo controle
(veiculo) (Figura 3). Na figura, também se observa reducao significativa das doses 50, 100 e 200 mg/kg a partir
da analise da area/curva (AUC) sendo de 53,51%, 62,42% e 40,02%, respectivamente.
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Figura 3: Efeito do terpinoleno (v.0.) sobre o edema de pata induzido por carragenina. Efeito do terpinoleno sobre o edema
de pata induzido pela injegao intraplantar de carragenina a 1% até a 4* hora; Percentual de edema com relagao a area/curva
(*= p<0,05; **=p<0,01; ***=p<0,001; ****=p<0,0001 vs. controle negativo). ANOVA seguida do Teste de Bonferroni. T test nao
pareado.

3.2 Avaliagdo da via da histamina no potencial anti-inflamatdrio pelo edema de pata induzido por dextrana e histamina

Para avaliacao da influéncia do terpinoleno sobre a liberacao da histamina foi determinada pelo edema
de pata por dextrana, um polissacarideo reconhecido pela capacidade de liberar dos mastdcitos os mediadores
histamina e serotonina, seguida pelo edema induzido pela histamina. No modelo de edema de pata induzido
por dextrana, apenas a dose de 200 mg/kg demonstrou uma reducao significativa do edema (T1: 51,18%, Tz
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60%, T3: 50,92% e T4: 65,15%) em comparagao ao grupo controle (veiculo) (Figura 4). Na figura 4, observa-se
uma reducao significativa das doses para as doses 50, 100 e 200 mg/kg testadas de terpinoleno a partir da
analise da area/curva (AUC) sendo 24,30%, 16,45% e 47,92%, respectivamente.
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Figura 4: Efeito do terpinoleno (v.0.) sobre o edema de pata induzido por dextrana. Efeito do terpinoleno sobre o edema
de pata induzido pela inje¢ao intraplantar de dextrana a 1% até a 4* hora e com relagao a area/curva (*= p<0,05; **=p<0,01;
***=p<0,001 vs. controle negativo). ANOVA seguida do Teste de Tukey com multiplas comparagdes. ANOVA seguida do
Teste de Dunnett com multiplas comparagdes.

No edema de pata induzido por histamina, apesar do terpinoleno na dose de 200 mg/kg ter
demonstrado agao efetiva em todos os tempos de analise no modelo de dextrana, mostrou uma redugao
significativa somente apds 3h de andlise no modelo de histamina quando comparados ao grupo controle
negativo (veiculo) (Figura 5). Nesse modelo, ha a injecdo direta da histamina, ou seja, o perfil de producao e
liberagdo desse mediador nao é discutido, apenas sua acdo (interagao histamina-sitios ativos). Como
observado, o terpinoleno interfere no edema de forma discreta (Figura 5 — AUC: 10 %) e tardia (inibigao
significativa apenas no ultimo tempo, com 63,92%), diferentemente com o dado obtido no edema induzido
por dextrana, sendo a interferéncia da sinalizagdo mediada por histamina um alvo improvavel do terpinoleno.
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Figura 5: Efeito do terpinoleno (v.0.) sobre o edema de pata induzido por histamina. Efeito do terpinoleno sobre o edema
de pata induzido pela inje¢do intraplantar de histamina a 1% até 180 minutos e com relagdo a area/curva. ANOVA seguida
do Teste de Bonferroni com multiplas comparagdes.
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3.3 Avaliagdo da via dos eicosanoides no potencial anti-inflamatdrio pelo edema de pata por dcido araquidonico e
prostaglandina E:

No edema de pata induzido por acido araquido6nico, o terpinoleno na dose de 200 mg/kg mostrou uma
reducao significativa de 37,04%, 24,32%, 35,13% e 35,53% nos tempos 30, 45, 60 e 90 min, respectivamente,
comparados ao grupo controle (Figura 6).
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Figura 6: Efeito do terpinoleno (v.0.) sobre o edema de pata induzido por acido araquidénico. Efeito do terpinoleno sobre
o edema de pata induzido pela injegdo intraplantar de acido araquidénico a 1% até 90 minutos e com relagdo a area/curva
(**=p<0,01; ****=p<0,0001 vs. controle negativo). ANOVA seguida do Teste de Bonferroni com multiplas comparagdes. T fest
nao pareado.

No edema de pata induzido por prostaglandina E2, o terpinoleno na dose de 200 mg/kg mostrou uma
redugao significativa apenas no 302 minuto, de 41,36% quando comparado ao grupo controle (Figura 7).
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Figura 7: Efeito do terpinoleno (v.o.) sobre o edema de pata induzido por prostaglandina E2. Efeito do terpinoleno sobre o
edema de patainduzido pelainjecao intraplantar de prostaglandina E2 até 60 minutos e com relagao a area/curva (*= p<0,05;
%= p<0,0001 vs. controle negativo). ANOVA seguida do Teste de Sidak com multiplas comparagdes. T test nao pareado.

Por meio desses ensaios, identificamos uma clara interacdo com relacao a via dos eicosanoides, em
que o terpinoleno promoveu redug¢des dos edemas promovidos por AA e PGE:, destacando-se o efeito geral
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da PGE:2 (AUC com inibi¢do do edema em 40,94%) (figura 7) superior ao observado no edema mediado por
AA (AUC inibindo 29,23%) (figura 6), com possivel agdo mais efetiva no receptor ou mecanismos gerais
vasculares ligados a PGEx.

3.4 Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria cronica por Granuloma induzido por pellets de algodio

No teste de granuloma induzido por pellets de algodao, a dexametasona (controle positivo) e
terpinoleno 200 mg/kg foram capazes de reduzir de forma significativa. Nele, o terpinoleno reduziu 21,43 %
do peso dos pellets e 36,21 % da concentracdo de proteinas totais no homogenato quando comparado ao grupo
controle negativo (veiculo) (figura 8).
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Figura 8: Ac¢ao do terpinoleno sobre o efeito do granuloma por implantacao de blocos de algodao. (a) peso de pellets (g) e
(b) teor de proteinas totais (mg/dl). Resultado do peso final dos pellets de algodao menos o peso inicial. Dosagem proteinas
totais do homogenato dos pellets de algodao (**=p<0,01; **=p<0,001 vs. controle negativo). ANOVA seguida do Teste de
Dunnett com multiplas compara¢des. ANOVA seguida do Teste de Tukey com multiplas comparagoes.

4. Discussao

A inflamacdo é um fator importante no estabelecimento da homeostase humana. Quando apresenta
acao exacerbada ou cronica, ocasiona intensificagio da dor e perda de funcdo causando problemas ao
organismo (VIVIER; MALISSEN, 2005). Para minimizar esses efeitos sao utilizadas substancias com
capacidade anti-inflamatoria que possam intervir nesse processo sem impactar na capacidade de regeneracao
e estabilidade dinamica do organismo (SILVA et al., 2019; VIVIER; MALISSEN, 2005). Embora outros
monoterpeno tenham o perfil anti-inflamatorio mais estudado (SA; ANDRADE; SOUSA, 2013), o terpinoleno,
composto elencado, é de escassa avaliacdo de sua atuagao bioldgica como observado em estudo anterior
(MENEZES et al., 2021), no qual ha, embora ja tenha um destaque em algumas atividades a agdo sobre
mecanismos inflamatérios ainda sao pouco encontradas, onde ha necessidade de explorar mais
profundamente o seu mecanismo de acdo e potenciais usos. De forma computacional, ha possiveis alvos
correlacionados com essa agdo, e avaliamos in vivo a possivel efetividade deste monoterpeno.

Como uma forma de andlise simultanea do potencial antinociceptivo e anti-inflamatério, o teste de
formalina foi executado, por consistir em um experimento com estimulo nociceptivo quimico composto por
duas fases que permitem: identificar tanto o potencial analgésico (nocicepgao neurogénica) pela fase I (0-5
minutos) motivada por estimulagao direta dos nociceptores e atividade anti-inflamatéria (dor induzida por
inflamacao) e pela fase II (15-30 minutos) com liberacdo dos mediadores prd-inflamatdrios: serotonina,
histamina, bradicinina e prostaglandinas (PGs) (HUNSKAAR; HOLE, 1987). A lesdo tecidual causada pela
formalina provoca a liberagdo de neuropeptidios como taquicininas das terminagdes nervosas periféricas.
Estes neuropeptidios como substancia P, neurocinina A — NKA estdo relacionados com o extravasamento de
proteinas ocorre nas vénulas pos-capilares, dilatagao das arteriolas relacionada com peptideos relacionados
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ao gene da calcitonina (CGRP) (MARCHAND, 2017). Enquanto mediadores secundarios como histamina,
serotonina, prostaglandinas, leucotrienos e outros mediadores de mastdcitos também sao eficazes na fase
tardia.

Dados da literatura demostram evidéncias que terpenos apresentam capacidade intervir em canais
TRPA1, incluindo TRPV1 e TRPV4, reduzindo sinalizagao de dor e liberagao neuropeptidios substancia P e
CGRP (ABBAS, 2020; JANSEN et al., 2019). A avaliagdo dos resultados das fases 1 e 2 mostraram que o
terpinoleno apresentou inibicao significativa em ambas as fases. Considerando apenas os dados obtidos no
teste de formalina, o prosseguimento de ambos os ensaios (nociceptivos quanto inflamatdrios) seriam
pertinentes, uma vez que ambos foram significativos na reducao do tempo de lambedura e mordedura (na
mesma dose), dessa forma optou-se pelo prosseguimento pela fase de inibicdo mais expressiva, a fase 2
(vertente inflamatoria) que esta relacionada especialmente com mediadores secundarios como histamina,
serotonina e prostaglandinas. O potencial anti-inflamatdrio e antinociceptivo do terpioleno também foi
executado in vivo por Macedo e colaboradores (2016), no qual os pesquisadores mostraram que o efeito anti-
inflamatorio e analgésico é decorrente do envolvimento dos receptores de serotonina 5-HT2A (MACEDO et
al., 2016), no qual pode estar relacionado com a complexa modulagao da serotonina sobre a resposta do sistema
imune e citocinas como observa-se na redugdo de TNF e aumento de IL-1f3 (CLOE Z-TAYARANTI;
CHANGEUX, 2007).

Em relagdo ao processo inflamatdrio, o edema de orelha induzido por 6leo de créton € uma modelo
de triagem para substancias atuantes na fase aguda da inflamacao, nele, o composto terpinoleno, em todas as
concentragdes, foi capaz de inibir o edema de orelha promovido por 6leo de créton, que é um modelo de
inflamacao decorrente da acao do TPA (acido 13-acetato de 12-o-tetracanoilforbol), presente no dleo de créton,
que provoca uma dermatite mediada por liberagdo de aminas vasoativas e derivados do acido araquidénico
(TUBARO et al., 1986). Nesse modelo, o efeito observado pode ser, em parte, explicado por sua
lipossolibilidade que resulta no aumento da biodisponibilidade local do terpinoleno devido sua absorgao
transdérmica.

Incluida nos agentes flogisticos utilizados para induzir o edema, a carragenina é um
glicosaminoglicano responsavel por promover aumento no volume da pata (edema) por rapida e elevada
producdo de mediadores quimicos, extravasamento vascular e vasodilatagdo (CECILIA; MURGAS, 2014).
Caracterizado em duas fases, cuja fase inicial (60-90 minutos) esta associada a liberacao de histamina,
serotonina e bradicinina e a fase tardia (entre 4 e 6 horas) com elevada produgao de prostaglandinas (PGs)
(LAM; FERRELL, 1989; PATIL et al., 2019). Ja a dextrana, promove exacerbagao da permeabilidade vascular e
ativacao de aminas vasoativas (histamina e serotonina) (LAM; FERRELL, 1989; PATIL et al., 2019; WINTER;
RISLEY; NUSS, 1962). Estudos com limoneno demonstram a atividade antiedematogénica pelo modelo de
edema de pata por carragenina (YILMAZ; OZBEK, 2018), também demonstrado pelo nootkatone nos edemas
de pata por carragenina e dextrana (DANTAS et al., 2020).

Para os demais ensaios (induzido por histamina, acido araquidonico, prostaglandina E2 e implanta¢ao
de pellets) foi utilizada a dose de 200 mg/kg, uma vez que esta foi a tinica que apresentou inibigao significante
nos testes de formalina, carragenina e edema de pata por dextrana. No edema induzido por histamina,
percebeu-se apenas um efeito tardio e discreto, o que sugere uma atuacdo contida da histamina nos receptores
Hi e Ho. Receptores Hi estdao envolvidos na contragao das células do musculo liso vascular e das vias aéreas,
aumento da permeabilidade das células endoteliais vasculares, sintese de prostaciclina. De acordo com
O’'Mahony; Akdis e Akdis (2011) os receptores H2R podem modular uma gama de atividades do sistema
imunolégico, como desgranulacdo de mastdcitos, sintese de anticorpos, producdo de citocinas THi1 e
proliferagao de células T, fator de ativacdo de plaquetas e na modulagao da secregao de citocinas dos basofilos,
entretanto, o bloqueio desses receptores nao abole completamente a resposta inflamatdria. Diferentemente do
terpinoleno, que foi significante apenas no dltimo tempo de avaliagdo, o 1,8-cineol teve atividade anti-
inflamatoria na fase aguda e cronica demonstrando eficacia na reducdo do edema induzido por histamina,
acido araquidonico e granuloma (MARTINS et al., 2017).

O agente flogistico acido araquiddnico (AA) esta associado a diversos processos incluindo: ativacao,
proliferagao, comunicagao, metabolismo, migracao e apoptose celular. Em processos fisioldgicos, patologicos
e inflamatorios € degradado pelas enzimas lipoxigenases (LOX) e cicloxigenases (COX), produzindo
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leucotrienos e prostaglandinas, respectivamente. Ambas as vias também geram varios intermedidrios de
radicais livres, juntamente com a producdo de radicais hidroxila e superdéxido (KUEHL; EGAN, 1980;
YAQOOB, 2003). As prostaglandinas (PGs) sao acidos graxos oxigenados formadas a partir do metabolismo
oxidativo do acido araquidénico (KUEHL; EGAN, 1980) que levam a geracao de espécies reativas de oxigénio
(EROs)/radicais livres, eicosandides envolvidos no dano tecidual e morte celular em varias doencas
inflamatdrias (UMAMAHESWARAN et al., 2018). O subtipo prostaglandinas Ez2 tem elevado potencial
hiperalgésico e promove edema na pata de camundongos especialmente pela estimulacdo de receptores EP3
(CLAUDINO et al., 2006).

Nossos achados sugerem que o terpinoleno age na PGEz, possivelmente inibindo receptores EPs (nao
descartando a agao de receptores EP1) ou alguma via de sinalizacdo subjacente, como a permeabilidade
vascular. A resposta antiedematogénica observada corroboram com dados da literatura que mostram
propensao em interagir enzimas COX-1 e 5-LOX (MENEZES et al., 2021). Estudos anti-inflamatoérios com o
limoneno destacam a atuagdo desse monoterpeno ndo oxigenado na liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios: tem atuacdo supressora dose-dependente na produgao de 6xido nitrico (ON) e PGE2 induzidas
por LPS, e expressao de iONS e proteinas COX 2, citocinas TNF-a, IL-1p, e IL-6 e espécies reativas de oxigénio
(EROs) em macrofagos RAW 264,7 (YOON; LEE; HYUN, 2010).

A resposta inflamatdria e imune é amplamente influenciada pelo sistema NF-kB, regulador mestre da
via de sinalizagao de respostas imunes que esta ligada a rede de sinalizagdo NF-kB, seja diretamente ou via
sinalizacdo de citocinas. Os genes da resposta inflamatdria sdo os genes-alvo mais comuns que participam da
ativagdo da sinalizagdo do NF-kB, sdo essenciais para o desenvolvimento e fungao dos linfécitos T e B, sendo
que a desregulacao dessas células causa iniimeras doengas inflamatdrias (KUNNUMAKKARA et al., 2020). O
equilibrio dos niveis de citocinas pré e/ou anti-inflamatérias sao importantes na resposta inflamatéria. Embora
limita¢bes laboratoriais tenham impedido a realizagdo de dosagens de algumas citocinas envolvidas no
processo inflamatdrio, é sabido que as prostaglandinas sao mediadoras da inflamacao aguda, mas também
funcionam na transi¢ao e na manutencdo da inflamacgao cronica mediante intensificacdo de liberacdao de
citocinas, quimiocinas e aumentando o recrutamento de células inflamatorias (AOKL; NARUMIYA, 2012).
Além desses fatores, a enzima como 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), citocinas e quimiocinas também
tém papéis importantes na inflamagédo cronica.

Na atividade inflamatéria no modelo cronico de granuloma induzido por corpo estranho acredita-se
que o terpinoleno na dose de 200 mg/kg tenha promovido a redugao significativa do peso e concentragao de
proteinas totais dos pellets (corpo estranho) pela atenuacdo da fase proliferativa acompanhada da supressao
de fatores pro-inflamatoérios. Dados semelhantes foram encontrados em terpenos como 1,8-cineol
demonstrando eficacia na redugao do e granuloma (MARTINS et al., 2017) e o nootkatone, que exerceu efeitos
anti-inflamatorios agudos e cronicos associados a inibigdo da producdo de IL1-3 e TNF-a, possivelmente
devido a inibi¢ao da atividade da COX-2 e antagonismo do receptor Hi, e reducdo do peso e concentragao de
proteinas totais também pelo modelo de granuloma (DANTAS et al., 2020). O estudo de Christo Scherer e
colaboradores (2019) mostrou que o terpinoleno, in vitro, suprimiu a produgao de 6xido nitrico produzidos
por macrofagos humanos RAW 267,2 sem promover efeitos citotoxicos, bem como suprimiu a atividade da
NF-«B e as citocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNF-a com resposta dose-dependente e aumentou a proliferagao
e migragao de fibroblastos, na avaliacdo da capacidade cicatrizante observada no estudo. Monoterpenos como
p-cymeno, myrceno, a-pineno (SALAKHUTDINOV; VOLCHO; YAROVAYA, 2017) e limoneno demonstra
acao anti-inflamatéria por reduzir a infiltracdo de leucdcitos, nivel da citocina prd-inflamatéria TNF-a
(KUMMER et al., 2013), citocinas TNF-a, IL-1f3, e IL-6 e espécies reativas de oxigénio em macréfagos RAW
264,7 (YOON; LEE; HYUN, 2010).

A partir dos resultados obtidos e corroborados com a literatura, é possivel observar a acao promissora
do terpinoleno na atividade anti-inflamatéria aguda, demonstrada pela atuagao antiedematogénica, além de
apresentar efeito em modelo cronico.

46

Producéo Cientifica



5 Conclusao

O terpinoleno apresentou atividade anti-inflamatdria efetiva topica e sistémica em modelos agudos e
cronicos. O efeito observado é dose dependente, sendo a maior dose (200 mg/kg), a tinica dose efetiva em
todos os ensaios para a reducdo da atividade inflamatdria aguda (antiedematogénica) e cronica. Acredita-se
que esta agdo € decorrente de sua atividade antioxidante, redugao da proliferacdo e que esta é mediada pela
via dos eicosanoides. Esses resultados fornecem suporte para a candidatura promissora do terpinoleno na
atuacgao de acdo aguda e cronica e seguimento de testes mais especificos a fim de assegura-lo como alternativa
no tratamento de processos inflamatérios.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O terpinoleno (1-methyl-4-propan-2-ylidenecyclohexene | C1oHis) (PUBCHEM, 2021) é um
monoterpeno monociclico de alta lipofilicidade (FALK et al., 1990), amplamente encontrado na
composicdo de plantas aroméaticas como alguns pinheiros (GAD; AL-SAYED; AYOUB, 2021) e
outras espécies vegetais. Estudos com diversas atividades farmacoldgicas de espécies vegetais
contendo o terpinoleno sdo divulgadas, essa acdo é consequéncia da interacdo entre 0os compostos
presentes no vegetal com alvos no organismo. Para identificacdo de qual ou quais dessas substancias
sdo responsaveis ou ndo pelo efeito observado, é realizada a avaliacdo individual das presentes no

vegetal (modelos experimentais com o composto de forma isolada).

As duvidas acerca das potencialidades terapéuticas e toxicas do terpinoleno encorajaram a
busca que permitiu especificar, reunir e avaliar as diversas atividades ja divulgadas por outros
pesquisadores sobre o terpinoleno, como: o perfil toxico (inseticida, larvicida, nematicida,
bactericida, virucida, etc.) e antioxidante. O terpinoleno expressou esse comportamento em Varios
tipos de organismos vivos, pressupondo-se que sdo de alto potencial na utilizacdo como repelentes
que detenham vetores de enfermidades. De acordo com Ansari; Moraiet e Ahmad (2014), os
inseticidas utilizados para conter esses insetos vetores de doencas sdo de origem sintética e acabam
por poluir o meio ambiente e/ou provocar efeitos adversos. Desta forma, em busca de minimizar esses
danos, as substancias de origem natural, como por exemplo o terpinoleno, se mostram muito
promissoras por atuar como uma alternativa bioecologica por ndo promover tantos danos ao meio

ambiente.

Estudos in vitro (AYDIN; TURKEZ; TASDEMIR, 2013; CHOI et al., 2000; DE CHRISTO
SCHERER et al., 2019; DORMAN et al., 2000; EMAMI et al., 2011; GRASSMANN et al., 2005,
2003; KIM, Hyun-Jin et al., 2004; LU et al., 2019; RUBERTO; BARATTA, 2000; TURKEZ et al.,
2015) relacionaram o terpinoleno com grande potencial antioxidante pela capacidade de inibir ou
reduzir as espécies reativas do metabolismo do oxigénio, que sdo produzidos naturalmente nos
diversos organismos em condic@es fisiol6gicas normais, entretanto, a agdo antioxidante é importante
especialmente quando ocorre desregulacdo dos agentes oxidantes, como em situacg8es de estresse, que

podem contribuir com o desenvolvimento de doencas cronico-degenerativas.

A revisdo sistematica permitiu correlacionar as propriedades farmacoldgicas do terpinoleno
em experimentag0es distintas (in silico, in vitro e in vivo), mas complementares entre si. Dentre elas,
identificamos alguns que dados convergiam a uma area de atuacdo comum, como na elevada
mortalidade de pragas e insetos associada a acdo sobre a enzima AchE, que foi identificada pela

predicdo de alvo (MENEZES et al., 2021) e mostrou-se coerente com o efeito observado nos animais
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(CHANG et al., 2012; LIU et al., 2020) e confirmado no perfil de interacdo do docking molecular
(POLITI et al., 2017). Entretanto, ha outros possiveis alvos para a interagdo com o terpinoleno que
ndo possuem comprovacdo e que tem correlagdo com uma das vias relacionadas ao processo
inflamatdrio, as enzimas: 5-LOX (lipoxigenase) e COX-1 (cicloxigenase 1), presentes na cascata do
acido araquidoénico, relacionado ao processo inflamatério, recorrentemente presente nas doencas de
natureza cronica.

A resposta inflamatdria pode ser desencadeada por estimulos enddgenos ou exdgenos. Essa
resposta, foi uma das agOes identificadas a partir do artigo de revisdo com pouco levantamento
disponivel até o momento. Levando em consideracdo que a inflamagdo é um processo fisiologico
importante para reparacdo de danos e reestabelecimento da homeostase, quando persistente, pode
promover intensificacdo da dor e perda de funcdo (VIVIER; MALISSEN, 2005). Motivados por
minimizar os danos inflamatorios persistentes nos individuos e por ter encontrado possiveis alvos
relacionados as vias da inflamacéo em ensaios computacionais (MENEZES et al., 2021), conduzimos
a avaliacdo anti-inflamatdria em modelo murino. Identificou-se acdo significativa contra o edema de
orelha induzido por 6leo de créton, no teste de formalina, nos edemas de pata induzidos por
carragenina, dextrana, histamina (inibicdo tardia), acido araquidénico (AA) e prostaglantina E>
(PGE2), sugerindo que os seus efeitos anti-inflamatérios agem por possivel acdo na via dos
eicosanoides, corroborando com os dados da predicéo (inibicdo de 5-LOX e COX-1). No modelo de
inflamacdo cronica (implantacdo de corpo estranho - pellets de algoddo- no dorso dos animais) foi
observado que a dose de 200 mg/kg, foi capaz de reduzir do peso dos pellets e o teor de proteinas
totais.

A partir dos dados expostos, imagina-se uma propensao a atividade anti-inflamatdria mediada
pela via dos eicosanoides realizadas pelos edemas de pata por acido araquidénico e prostaglandina
E>, pela possivel acdo em receptores de prostaglandinas ou sinaliza¢do subjacente (como reducéo da
permeabilidade vascular) e elevacao de espécies reativas de oxigénio originadas do processo. Estudos
com outros terpenos corroboram com nossas hipdteses ao destacar a atuacdo na liberacdo de
mediadores pro-inflamatdrios, atuando de forma supressora na producdo de 6xido nitrico (ON) e
PGE: induzidas por LPS, e expressdo de iONS e proteinas COX 2, citocinas TNF-a, IL-1B, e IL-6 e
espécies reativas de oxigénio (EROs) (YOON; LEE; HYUN, 2010). Mesmo havendo limitacdes
metodoldgicas, esse estudo é inédito e relevante por esclarecer o perfil terapéutico do terpinoleno e
encorajar investigacdes mais especificas para o planejamento de prototipos farmacolégicos nas

bioatividades mais identificadas e promissoras.

Sendo assim, os artigos resultantes das pesquisas realizadas no periodo do mestrado foram

capazes de facilitar a compreensdo mais concisa e coerente com as atividades encontradas, por
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demonstrar a larga potencialidade do terpinoleno e atestar sua atividade anti-inflamatoria,
especialmente no ponto de vista antiedematogénico, acrescendo a viabilidade do terpinoleno como
substancia ativa para diferentes funcionalidades.

5.2 CONCLUSOES GERAIS

A partir do presente estudo, constatamos especialmente os efeitos toxicos e antioxidantes do
terpinoleno por meio da revisdo sistematica, que evidenciou, além dessas, outras atividades
promissoras: sedativo, citotoxico, anti-inflamatério, antiespasmadico, antiproliferativo, inibicdo de
glicoproteina P, citoprotetor, entre outras. Dados sobre a atividade anti-inflamatéria de outros
terpenos também sdo apresentados na literatura e, a respeito do terpinoleno, sugerem confirmacéo de
efetividade identificada no modelo agudo e cronico de edema.

Embora sejam necessarias abordagens mais detalhadas em relacdo as propriedades, vias e
mecanismos menos exploradas, esses resultados evidenciam que as funges atribuidas ao terpinoleno
sdo relevantes para alicercar o entendimento sobre outros possiveis mecanismos de acao, além de
auxiliar em novas buscas e definicdo de estratégias para a utilizacao desse monoterpeno em beneficio

humano.

5.3 PERSPECTIVAS DE INVESTIGACOES FUTURAS

Sugerimos uma maior exploracdo dos parametros anti-inflamatorios do terpinoleno, bem
como das demais atividades pouco investigadas como: sedativa, citotdxica, antiespasmodica e
antiproliferativa. As informacGes acerca de mais propriedades propiciam subsidios para elencar
bioatividades e suas vias organicas correlatas de forma a tornar vidveis para o consumo humano.
Além disso, a investigacdo aprofundada da performance fisioldgica e farmacocinética é importante
para determinar a interacdo entre esse monoterpeno e as membranas bioldgicas do corpo, favorecendo

a compreensao acerca dos perfis de acdo desde a absorcao a interacdo com sitios ativos.
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7 ANEXOS e APENDICES

APENDICES
Apéndice 1- Metodologia estendida (METHODX)

1 REVISAO SISTEMATICA

A revisao sistematica foi conduzida de acordo com as diretrizes da Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA). Cujo protocolo foi registrado na
base de dados publica para o registo de revisdes sistematicas: PROSPERO (International
Prospective Registry of Systematic Reviews) sob o numero de identificacdo: CRD42021266363
(http://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO).

1.1 ESTRATEGIA DE PESQUISA

A pesquisa bibliogréfica foi conduzida em quatro bases de dados electronicas: Embase,
Medline/PubMed, Scopus, e Web of Science. Em cada base de dados, foram utilizadas
diferentes combinagdes dos seguintes descritores: terpinolene “AND" activity "OR" properties
“OR" therapeutic "OR" treatment. Todos os resultados encontrados em inglés de 1960 a 12 de
setembro de 2020 foram considerados e analisados de acordo com as outras etapas da revisao.

1.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram adotados os seguintes critérios de inclusdo: (1) os artigos que utilizam ensaios in
silico, in vitro, ou in vivo na sua metodologia, (2) a intervencao foi tratamento com terpinoleno
puro, (3) grupo de controle: placebo ou grupo ndo exposto, (4) os artigos devem discutir a
atividade bioldgica do terpinoleno, e (5) devem ser sempre artigos primarios (originais).

Foram utilizados 0s seguintes critérios para excluir os artigos: (1) artigos experimentais
contendo apenas estudos clinicos, (2) artigos que apresentam misturas de compostos cuja
atividade ndo é atribuida isoladamente ao terpinoleno, (3) a lingua ndo era o inglés, (4) artigos
com textos completos ndo disponiveis, (5) artigos ndo publicados até setembro de 2020, (6)
artigos sem os descritores elencados, (7) estudos duplicados, e (8) artigos de reviséo.

1.3 SELECAO DE ESTUDOS

O primeiro passo foi a pesquisa através dos descritores nas bases de dados escolhidas.
Foi realizado o download da lista de artigos contendo informacdo sobre titulo, resumo e
palavras-chave (ndo foram utilizados programas especificos para o rastreio e triagem dos
artigos), destes foram excluidos os artigos duplicados e os critérios de inclusdo e exclusao foram
aplicados por duas investigadoras (IOM e JRS) de forma independente utilizando as diretrizes
do PRISMA para avaliar individualmente cada artigo aplicando os critérios de elegibilidade.
Quaisquer divergéncias na selecdo dos estudos foram resolvidas por consenso. Em caso de
incertezas acerca dos artigos selecionados na triagem inicial, estes tiveram os textos completos
(artigos na integra) obtidos para analise. Todo o processo de selecéo de artigos foi documentado
em fluxograma do PRISMA.

1.4 EXTRACAO E ANALISE DE DADOS

A extracdo de dados foi realizada de forma independente por duas investigadoras (IOM
e JRS), utilizando uma tabela pré-confeccionada para nortear a extracdo de dados, e 0s
desacordos durante o preenchimento foram resolvidos por consenso. As atividades
comunicadas subdividem-se em in silico, in vitro e in vivo. Para cada subgrupo, foi elaborada
uma tabela com informacdes sobre: (1) autoria, (2) ano, (3) pais, (4) metodologia utilizada, (5)
via de administracdo, (6) dose e/ou concentracdo testada, (7) resultados principais e (8)
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atividade biologica. Para cada tabela, foram abordados apenas os dados de extracdo compativeis
para cada tipo de estudo.

15 PREDIQAO DOS PERFIS DE ATIVIDADE BIOLOGICA

A ferramenta online Swiss TargetPrediction (http:/Swisstargetprediction.ch/) foi
utilizada para prever alvos de pequenas moléculas de acordo com a sua semelhanga 2D ou 3D
com ligantes conhecidos.

1.6 AVALIACAO DA QUALIDADE METODOLOGICA DO ESTUDO / RISCO DE VIES
O risco de enviesamento e a qualidade metodoldgica dos estudos in vivo (animais ndo
humanos) incluidos foram analisados manualmente por duas investigadoras (IOM e JRS) de
forma independente por meio da metodologia SYRCLE's Risk of Bias (RoB) (Hooijmans et al.,
2014), e, como a avaliacdo do risco é um julgamento individual das duas investigadoras de
forma independente, foi realizada uma validacdo final utilizando o indice kappa. Esta
ferramenta néo foi utilizada para analisar estudos in vitro ou in silico, uma vez que ndo existe
uma ferramenta validada para este tipo de investigacdo. Apds a andlise, os estudos foram

classificados nas seguintes categorias: "baixo risco de viés", "alto risco de viés " e "risco claro
de viés "
1.7 SINTESE DE DADOS

Os resultados foram expressos por meio de sintese narrativa, uma vez que a meta-
analise ndo é possivel devido a grande heterogeneidade dos estudos abordados na revisao.
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2 AVALIACAO ANTI-INFLAMATORIA

2.1 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

A pesquisa foi rigorosamente em conformidade e conduzida em estrita obediéncia as
normas e diretrizes bioéticas vigentes para ensaios envolvendo animais ( Guide for the care and
use of laboratory animals, 2011; Lei Federal N° 11.794, 2008); e integridade da fauna e flora
(BRASIL, 1998) (DALBEN; EMMEL, 2013), sendo a mesma aprovada no Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) sob numeracdo 00346/2019-2.

2.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo de carater experimental randomizado com animais ndo-humanos, de natureza
quantitativa. O instrumento de coleta de dados foi executado através dos modelos
farmacoldgicos in vivo para observagéo dos efeitos das drogas testadas. O método experimental
consistiu essencialmente em submeter os objetos de estudo a influéncia de variaveis, em
condigOes controladas e conhecidas pelo investigador, para observar os resultados que a
variavel evidenciou no objeto (GIL, 2008).

2.3 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos (Mus musculus), albinos, cepa Swiss de ambos os
sexos, com massa corporea delimitada entre 20-30 g, escolhidos randomicamente. Estes foram
mantidos acondicionados em gaiolas de polipropileno e mantidos em ambiente com
temperatura entre 22 *+ 3°C, ciclo claro/escuro de 12 h e com livre acesso a &gua potavel e racéo
especifica para roedores (Labina, Purina®).

2.4 DOSES UTILIZADAS

A DLso do terpinoleno em ratos por administragdo oral foi de 4390 mg/kg de terpinoleno
(OPDYKE, 1976), portanto, optou-se por utilizar valores inferiores a 10% do valor da DLsy,
escolhendo-se as doses (50, 100 e 200 mg/kg).

2.5 TESTE DE FORMALINA

Os animais foram divididos em grupos de seis para serem tratados por via oral com &gua
para injecdo (controle negativo) ou terpinoleno nas doses de 50 ou 100 ou 200 mg/kg. Apés 1
hora os animais foram submetidos a uma inje¢do de 20 pL de formalina 2,5 % na pata direita
(espaco sub-plantar), sendo logo apds a aplicacao da formalina colocados, individualmente, sob
funil de vidro invertido, ao lado de um espelho, com a finalidade de facilitar a observagéo. O
tempo transcorrido (em segundos) que o animal lambeu e/ou mordeu a pata durante as 2 fases:
12 ou inicial (0-5 min) e 22 ou tardia (15-30 min) foi registrado por pesquisadores que nédo
estavam responsaveis pela administracdo medicamentosa ou do agente flogistico
(HUNSKAAR; HOLE, 1987; TIGLSEN et al., 1992).

2.6 EDEMA DE PATA INDUZIDO PELA INJECAO INTRAPLANTAR DE
CARRAGENINA

Os animais foram divididos em grupos de seis (n=6), que tiveram o volume inicial (Vi)
da pata posterior direita e esquerda avaliados por pletismometria (medida basal). Logo em
seguida, os animais foram pre-tratados por via oral com &gua para injecdo (controle negativo)
ou terpinoleno nas doses 50 ou 100 ou 200 mg/kg. Ap6s 1 hora dos tratamentos, 0s animais
receberam carragenina 1% (20 pL) na pata posterior direita e veiculo (20 L) na pata esquerda.
O volume das patas traseiras foi registrado por pletismometria apds 1, 2, 3 e 4 h da injecdo do
agente flogistico (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962).

2.7 EDEMA DE PATA INDUZIDO PELA INJECAO INTRAPLANTAR DE DEXTRANA
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Os animais foram divididos em grupos de seis (n=6), que tiveram o volume inicial (Vi)
da pata posterior direita e esquerda avaliados por pletismometria (medida basal). Logo em
seguida, os animais foram pré-tratados por via oral com agua para injecdo (controle negativo)
ou terpinoleno nas doses 50 ou 100 ou 200 mg/kg. Ap6s 1 hora dos tratamentos, 0s animais
receberam dextrana 1% (20 L) na pata posterior direita e veiculo (20 pL) na pata esquerda. O
volume das patas traseiras de cada animal foi registrado por pletismometria ap6s 1, 2,3 e 4 h
da injecdo do agente flogistico (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962).

2.8 EDEMA DE PATA INDUZIDO PELA INJECAO INTRAPLANTAR DE HISTAMINA

Os animais foram divididos em grupos de seis (n=6), que tiveram o volume inicial (Vi)
da pata posterior direita e esquerda avaliados por pletismometria (medida basal). Logo em
seguida, os animais foram pré-tratados por via oral com agua injetavel (controle negativo) e via
oral da dose 200 mg/kg. Ap6s 1 hora dos tratamentos, 0s animais receberam histamina a 1%
(20 pL) na pata posterior direita e veiculo (20 uL) na pata esquerda. O volume das patas
traseiras (direita e esquerda) de cada animal foi registrado por pletismometria ap6s 30, 60, 90,
120 e 180 min da injecdo do agente flogistico (MALING et al., 1974).

2.9 EDEMA DE PATA INDUZIDO PELA INJECAO INTRAPLANTAR DE ACIDO
ARAQUIDONICO

Os animais foram divididos em grupos de seis (n=6), que tiveram o volume inicial (Vi)
da pata posterior direita e esquerda avaliados por pletismometria (medida basal). Logo em
seguida, os animais foram preé-tratados por via oral com agua injetavel (controle negativo) e via
oral da dose 200 mg/kg. Apds 1 hora dos tratamentos, 0s animais receberam acido araquiddnico
a 1% (20 pL) na pata posterior direita e veiculo (20 pL) na pata esquerda. O volume das patas
traseiras (direita e esquerda) de cada animal foi registrado por pletismometria apds 15, 30, 45,
60 e 90 min da injecdo do agente flogistico (DIMARTINO et al., 1987).

2.10 EDEMA DE PATA INDUZIDO PELA INJECAO INTRAPLANTAR DE
PROSTAGLANDINA E>

Os animais foram divididos em grupos de seis (n=6), que tiveram o volume inicial (Vi)
da pata posterior direita e esquerda avaliados por pletismometria (medida basal). Logo em
seguida, os animais foram pré-tratados por via oral com agua injetavel (controle negativo) e via
oral da dose 200 mg/kg. Apds 1 hora dos tratamentos, receberam prostaglandina E:
(3nmol/pata) (20 pL) na pata posterior direita e veiculo (20 pL) na pata esquerda. O volume
das patas traseiras (direita e esquerda) de cada animal foi registrado por pletismometria ap6s
15, 30, 45 e 60 min da injecdo do agente flogistico (CAMPOS; CALIXTO, 1995).

2.11 MENSURACAO DE EDEMA DE PATA

A expressdo dos resultados foram obtidos pelas diferencas entre o volume final e o
volume inicial (antes da injecdo do agente flogistico) da pata direita e esquerda de cada tempo,
calculados na formula: Ve = Vf — Vi, sendo: Ve = volume do edema (em ml), Vf = volume final
e Vi = volume inicial (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962).

2.12 EDEMA DE ORELHA INDUZIDO PELA APLICACAO UNICA DE OLEO DE
CROTON

Os animais foram divididos em grupos de seis (n=6) para pré-tratamento das orelhas
direitas topicamente com &gua injetavel (controle negativo), ou concentragcdes 5 ou 10 ou 20
mg/mL do terpinoleno (aplicagdes de 20 pL, sendo: 10 pL face externa e 10 puL face interna das
orelhas), esperando 15 minutos para absor¢ao. Apods 1 hora, foi aplicado 20 pL. do agente
flogistico 6leo de croton 5% (v/v) diluido em acetona nas orelhas direitas e 20 puL do veiculo
nas orelhas esquerdas. Decorridas 6 horas, os animais foram submetidos a eutanésia por
deslocamento cervical para posterior retirada das orelhas, cortadas em discos de 6 mm de
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didametro com punch (perfurador de couro metélico) e pesadas em balanca analitica (TUBARO
etal., 1986).

2.13 QUANTIFICA(;AO DO EDEMA E DO EFEITO INIBITORIO MEDIO

Os discos de 6 mm de diametro obtidos das orelhas direitas (tratamento com o agente
flogistico) e das esquerdas (tratadas com o veiculo) foram pesados e utilizados na quantificacdo
do percentual de inflamacdo em cada animal analisado. O edema de orelha, evidenciado em
percentual de acréscimo na massa da orelha, mensurado em balanca analitica, foi calculado pela
a formula:

Equacéo 1 - Calculo da porcentagem de edema

Percentual de edema (%) = MOD-MOE y 100
MOE
Sendo:
MOD = massa (em gramas) do disco da orelha direita
MOE = massa (em gramas) do disco da orelha esquerda.

O efeito inibitorio médio da inflamacéo (EIM, em %) de cada tratamento, foi calculado pela
formula:

Equacéo 2 - Calculo para efeito inibitério médio

EIM (%): MPEcont - MPEtrat XlOO
MPEcont

Sendo:

MPEcont (em %) = média do percentual de edema do grupo controle sujeitado ao tratamento
com agua para injecao.

MPEtrat (em %) = média do percentual de edema do grupo subjugado a tratamento ao
terpinoleno.

2.14 GRANULOMA INDUZIDO PELA APLICACAO DE PELLETS DE ALGODAO

Os animais foram previamente anestesiados com 80 mg/kg de quetamina e 20 mg/kg de
xilazina (anasedan) para serem submetidos a cirurgia através de uma pequena incisao dorsal
para implantacdo de quatro pellets de algoddo (posicionados tanto no lado direito como
esquerdo dos quadrantes superior e inferior do dorso dos animais). Ap0s a sutura, 0s animais
foram divididos em trés grupos; (1) 10 mg/kg de agua para injecdo (controle negativo), (2)
5mg/kg de dexametasona (controle positivo) e (3) terpinoleno 200 mg/kg por via oral, durante
dez dias consecutivos a partir do dia de implante dos pellets. No décimo primeiro dia, os animais
foram submetidos a eutanasia, e os blocos de algoddo, com o tecido fibrovascular circundante,
foram removidos, e postos durante 12 horas em liofilizador para a secagem dos pellets e, em
seguida, determinado o peso dos pellets. Os resultados foram expressos como a diferenca entre
0 peso seco inicial (40mg, 10mg cada bloco de algodao) e final. Apds as medidas do peso seco
dos pellets , eles foram colocados em tubos de ensaios, separados por grupos e animais, foi feito
homogenato com 1 mL de solugdo salina 0,9% para posterior dosagem de proteinas totais por
espectrofotometria (LALITHA; SETHURAMAN, 2010).

2.15 ANALISE ESTATISTICA
Os resultados das analises efetuadas foram avaliados tomando como base a média e seu
correspondente erro padrdo da media (E.P.M.). A analise estatistica utilizada foi ANOVA,
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utilizando o software Prism for Windows (GraphPad Software). Foram consideradas diferencas
significativas valores de p < 0,05.
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ANEXOS

Anexo 1 — Parecer do Comissao de Etica.

UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI - URCA
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Anexo 2 — Outros anexos especificos do desenvolvimento de cada trabalho.

Artigo publicado

Phytomedicine 93 (2021) 153768

Contents lists available at ScienceDirect m:;{l;-g
Phytomedicine
ELSEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/phymed
Review 4.)
Check for

Biological properties of terpinolene evidenced by in silico, in vitro and in vivo | %
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* Laboratory of Pharmacology and Molecular Chemistry - LFQM, Regional University of Cariri - URCA, Crato, CE 63105-000, Brazl
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Terpinolene, a monoterpene that is naturally found in a variety of herbs, is widely used as a flavoring
Terpinolene agent in the industry. Although it’s well established in the literature that terpinolene is an important component

Biological properties of plant extracts, the biological properties and the potential therapeutic use of this compound remain poorly

explored.

Purpose: This work aimed to answer the following guiding question: "What are the biological activities of ter-
pinolene demonstrated through in silico, in vitro, and in vivo assays?".

Study design and methodology: A systematic review was carried out in four electronic databases (Embase, Web of
Science, Scopus, and PubMed) according to the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses (PRISMA) guidelines, using the following search terms: terpinolene “AND™ activity “OR™ properties
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Despite the evidence demonstrating that terpinolene has the potential to be used in a broad pharmacological
context, the mechanisms underlying its cellular and molecular effects remain to be better elucidated. In addition,
the in vivo efficacy and safety of the ad ation of this compound have been poorly evaluated through either
preclinical and clinical trials. Therefore, this study highlights the importance of characterizing the biological
aspects and mechanisms of action of this natural compound.

Conclusion: 'The data summarized in the present systematic review demonstrates the pharmacological potential of
terpinolene. Nevertheless, most studies included in this review provide a superficial characterization of terpi-
nolene biological effects and therefore, further research elucidating its mechanism of action and potential
therapeutic benefits through preclinical and clinical trials are required. Nevertheless, due to its wide range of
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kappa light chain enhancer of activated B cells; NO, nitric oxide; PRISMA, preferred reporting items for systematic reviews and meta-analyses; RoB, risk of bias; ROS,
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thiobarbituric acid reactive species; ThT, thioflavin T; TNF- «, tumor necrosis fator alpha; TOC, total oxidant capacity; TOS, total oxidant status.
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Anexo 3 — Outros anexos de producdo cientifica extra realizados durante o periodo do

mestrado.
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