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RESUMO

O presente estudo avaliou o potencial antioxidante do 
nerolidol contra a formação de substâncias reativas 
ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), radical hidroxila 
e produção de óxido nítrico. Nas concentrações de 
0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 µg/mL foi observado que o 
nerolidol preveniu a peroxidação lipídica induzida 
por 2,2’-azobis-2-amidinopropano(AAPH), inibindo 
a quantidade de TBARS formado, de maneira 
semelhante ao composto Trolox, um análogo sintético 
hidrofílico do α-tocoferol, que é muito utilizado como 
padrão antioxidante. Além disso, o nerolidol também 
reduziu a produção do radical hidroxila, assim como 
a produção de óxido nítrico, possivelmente devido a 
uma propriedade antioxidante in vitro, que pode ser 
explorada para a proteção in vivo de alvos moleculares 
(DNA, lipídios, carboidratos e proteínas). O nerolidol 
apresentou potencial antioxidante in vitro, por meio 
da capacidade de remoção de radicais hidroxilas e do 
óxido nítrico, bem como na prevenção da formação de 
TBARS. No entanto, mais estudos são necessários para 
caracterizar melhor o potencial antioxidante in vitro 
deste composto.
Palavras-chave: Antioxidante. Nerolidol. Óxido Nítrico. 
Peroxidação lipídica. Radical Hidroxila.

INTRODUÇÃO

O cérebro e outros órgãos estão expostos a radicais 
livres e as espécies reativas derivadas do oxigênio (EROS). 
Estas espécies participam de reações essenciais e são 
constantemente formadas podendo se tornar prejudiciais 
(Sies, 1993). Diversos processos fisiológicos e patológicos 
podem levar a alteração no equilíbrio entre os sistemas 
oxidantes e antioxidantes. O consequente desequilíbrio 
entre os sistemas pode favorecer ao aparecimento de lesões 
devido ao estresse oxidativo (Basha & Rani, 2003).

Tem sido relatado que em algumas situações ocorre 
um aumento na produção de radicais livres que ultrapassa a 
capacidade de reparo das defesas antioxidantes disponíveis 
(Gaté et al., 1999; Mandelker, 2008) culminando em um 
aumento dos níveis de peroxidação lipídica e conteúdo de 
nitrito (Freitas et al., 2004; Oliveira et al., 2007; Ferreira 
et al., 2009). Dessa forma, os órgãos e sistemas endógenos 
podem gerar o acúmulo dessas espécies reativas agressoras 
ao organismo.

Os radicais livres são átomos, moléculas ou íons que 
apresentam um elétron desemparelhado, reativo e instável, 
o qual, para alcançar a estabilidade, tende a se ligar a outro 
elétron (Matsubara et al., 1992; Souza & Ferreira, 2007). Já 
as EROs e ERNs incluem todos os radicais e não radicais 
derivados do oxigênio e/ou nitrogênio, respectivamente. 
Estas espécies são eletronicamente instáveis e, por isso, 
altamente reativos, tendo a capacidade de reagir com um 
grande número de compostos que estejam próximos. Eles 
podem exercer a função de agentes oxidantes, atuando 
como receptores de elétrons, ou de agentes redutores, 
atuando como doadores de elétrons (Agarwal et al., 2005).

Já é sabido que as espécies reativas derivadas do 
oxigênio podem estar envolvidas em muitas doenças, 
como por exemplo, diabetes, hipertensão, arteriosclerose, 
artrite, Mal de Parkinson (Xi et al., 2007; Reed, 2011), 
ansiedade, depressão (Leite et al., 2008), espasmos 
musculares (Bloxton et al., 2002), epilepsia (Halliwell, 
1992), inflamação, câncer (Valença & Porto, 2008), 
dentre outras. Assim como no processo senescente e 
senil do envelhecimento (Cadenas & Davies, 2000). O 
desenvolvimento de novos produtos para esta finalidade 
tem sido um importante objeto de estudo, tendo em vista 
a terapêutica farmacológica atual para o desenvolvimento 
e produção de novos compostos, com ação antioxidante, 
visando o tratamento de várias patologias incluindo as 
desordens do sistema nervoso central (SNC). 

Na medicina popular, assim como na terapêutica, 
plantas contendo muitos derivados terpênicos têm 
mostrado ação sobre o SNC, incluindo atividade sedativa, 
antinociceptiva e antidepressiva (Sousa et al., 2007; 
Perazzo et al., 2007; Leite et al., 2008). Neste sentido, 
vários compostos de origem vegetal encontrados em 
abundância na natureza têm sido estudados, dentre eles 
o nerolidol, um sesquiterpeno observado em diversos 
óleos essenciais de plantas medicinais como nerol (Citrus 
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aurantium var. Sinensis), gengibre (Zingiber officinale 
Roscoe), lavanda (Lavandula angustifólia Miller ) e capim-
limão (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf).

O nerolidol (Figura 1) é usado como agente 
aromatizante pelas indústrias alimentícias e apresenta um 

grande interesse para a indústria de cosméticos em virtude 
de ser um fixador natural (Frizzo, 2000).Atualmente tem 
sido utilizado em testes de penetração dérmica, como 
um agente potencializador para permeação de drogas 
terapêuticas na forma transdérmica (Koudou et al., 2005).

Na revisão da literatura sobre este sesquiterpeno não 
foram identificados estudos relacionados ao seu potencial 
antioxidante in vitro. Desta forma, o objetivo deste trabalho 
foi identificar o potencial antioxidante do nerolidol em 
metodologias in vitro, bem como determinar a concentração 
inibitória 50% (CI50) para o nível de substâncias reativas ao 
ácido tiobarbitúrico (TBARS), radical hidroxila e conteúdo 
de nitrito.

MATERIAL E MÉTODOS

Drogas

As drogas utilizadas foram 2-desoxirribose, 
2,2’-azobis(2-amidinopropano), reagente de Griess, 
peróxido de hidrogênio, tampão fosfato, nitroprussiato de 
sódio, TBA (ácido tiobarbitúrico), ácido tricloroacético, bem 
como Trolox (ácido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetramethylchroman-
2-carboxilic) e nerolidol constituído dos isômeros cis- e 
trans-nerolidol e com 98% de pureza foram adquiridos da 
Sigma Aldrich (EUA). 

Experimentos in vitro: potencial antioxidante

Avaliação do potencial antioxidante do nerolidol na 
remoção de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico 
(TBARS)

Este teste foi utilizado para quantificar a peroxidação 
lipídica (Esterbauer & Cheeseman, 1990). Este método 
adaptado foi usado para medir a capacidade antioxidante 
do nerolidol usando gema de ovo homogeneizado como 
substrato rico em lipídios (Guimarães et al., 2010). 
Brevemente, a gema de ovo foi homogeneizada (1% w/v) 
em tampão fosfato 20 mM (pH 7,4), em seguida 1 mL 
de homogenato foi sonicado e então ao homogeneizado 
foi adicionado 0,1 mL de nerolidol em diferentes 
concentrações.  A peroxidação lipídica foi induzida pela 
adição de 0,1 mL da solução de AAPH0,12 M. Ao grupo 
controle foi adicionado apenas o veículo (Tween 80 0,05% 
dissolvido em solução salina 0,9%). As reações foram 
realizadas durante30 min a 37 °C. Após o resfriamento, 

Figura 1: Estrutura química dos isômeros cis (A) e trans(B) do nerolidol.

as amostras (0,5 mL) foram centrifugadas com 0,5 mL de 
ácido tricloroacético (15%) a 1200 rpm por 10 min. Uma 
alíquota de 0,5 mL de sobrenadante foi misturado com 0,5 
mL de ácido tiobarbitúrico 0,67% (TBA) e aquecida a 95 
°C durante 30 min. Após o resfriamento, a absorbância das 
amostras foi medida por meio de um espectrofotômetro a 
532 nm (Biospectro SP 220, Biosystems). Os resultados 
foram expressos em porcentagem de TBARS formadas 
apenas por AAPH sozinho (controle).

Avaliação do potencial antioxidante do nerolidol na 
remoção de radicaishidroxila

A formação do radical hidroxila (•OH) na reação de 
Fenton foi quantificada usando a degradação oxidativa da 
2-desoxirribose (Lopes et al., 1999). O princípio do ensaio é 
a quantificação de degradação do produto 2-desoxirribose, 
a malondialdeído (MDA), por sua condensação com o 
ácido tiobarbitúrico (TBA). Resumidamente, as reações 
típicas foram iniciadas pela adição de FeSO4em uma 
concentração final de 6 mM em soluções contendo 5 mM de 
2-desoxirribose, 100 mM H2O2 e 20 mM de tampão fosfato 
(pH 7,2). Para medir a atividade antioxidante de remoção 
do radical hidroxila, diferentes concentrações de nerolidol 
foram adicionadas ao sistema antes da adição FeSO4. As 
reações foram realizadas durante 15 min à temperatura 
ambiente e foram cessadas pela adição de ácido fosfórico 
4% (v/v) seguido de TBA 1% (w/v, em NaOH 50 mM). 
As soluções foram aquecidas durante 15 min a 95°C, e 
depois resfriadas à temperatura ambiente. A absorbância 
foi medida em 532 nm e os resultados foram expressos em 
função do coeficiente de absortividade molar do TBARS.

Avaliação do potencial antioxidante do nerolidol na 
remoção de óxido nítrico (NO)

O óxido nítrico foi gerado a partir da decomposição 
espontânea do nitroprussiato de sódio (NPS) em tampão 
fosfato 20 mM (pH 7,4). Uma vez gerado, o NO interage 
com o oxigênio para produzir íons nitrito, que foram 
medidos pela reação de Griess (Basu & Hazra, 2006). A 
mistura de reação (1 mL) contendo NPS em tampão fosfato 
10 mM e nerolidol em diferentes concentrações foram 
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incubadas a 37 °C durante 1 h. Uma alíquota de 0,5 mL 
foi retirada e misturada com 0,5 mL de reagente de Griess. 
A absorbância do cromóforo foi medida em 540 nm. A 
porcentagem de inibição do óxido nítrico gerado foi medida 
por meio da comparação dos valores de absorbância dos 
controles negativos (nitroprussiato de sódio 10 mM e do 
veículo). Os resultados foram expressos em porcentagem 
de nitrito formado por NPS sozinho.

ANÁLISE ESTATÍSTICA

Os dados obtidos foram apresentados como a média 
± erro padrão da média (E.P.M.). Estes resultados foram 
avaliados por meio da Análise de Variância (ANOVA) 
seguidos pelo teste de Dunnett ou t-Student-Newman-
Keuls como post hoc teste. As diferenças encontradas 
foram consideradas estatisticamente significativas quando 
p<0,05. Os dados foram analisados   com o GraphPad Prism 
versão 5,01 software (1992-2007, GraphPadSoftware Inc.). 
A porcentagem de inibição por um agente antioxidante foi 
determinada por meio da seguinte fórmula: % Inibição = 
100 x (Controle - experiência) / controle.

RESULTADOS

Foi observado um aumento na produção de nitrito 
significativo de 571.59% quando comparado o grupo 
NPS em relação ao controle (Tween80 0,05% dissolvido 
em solução salina 0,9%; p<0,05). Em relação à produção 
de nitrito, foram registradas em todas as concentrações 
testadas de 0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 µg/mL do nerolidol, 
demonstraram efeito significativo em relação ao NPS 
(meio de produção deste radical livre), com diminuição 
de 44,59, 52,20, 56,58, 59,56 e 63,28% respectivamente 
(p<0,05; Figura 2).

Quando comparadas as diferentes concentrações 
do nerolidol, foi verificada uma diminuição de 9,83, 20,93 
e 29,9% com as concentrações de 3,6, 5,4, 7,2 µg/mL do 
nerolidol em comparação a concentração de 0,9 µg/mL, 
respectivamente. Já em relação às concentrações de 5,4 e 7,2 
µg/mL, houve uma redução de 14,95 e 24,6% na formação 
de nitrito quando comparada a concentração de 1,8 µg/mL, 
respectivamente. Também foi verificada uma maior redução 
de 12,36 e 22,25% no conteúdo de nitrito nas concentrações 
de 5,4 e 7,2 µg/mL, quando comparada à concentração de 
3,6 µg/mL, respectivamente. A concentração de 7,2 µg/
mL aumentou a redução do conteúdo de nitrito de 11,35%, 
quando comparada à concentração de 5,4 µg/mL. Já o 
Trolox 140 mg/mL (controle positivo) reduziu em 70,66% 
a produção de nitrito em relação ao NPSreacional. Em 
nossos estudos, in vitro, também foi possível determinar 
a concentração inibitória 50% (CI50) do nerolidol de 1,104 
µg/mL contra a formação do radical nitrito, com margem 
de variação na concentração efetiva de 0,7308 a 1,667 µg/
mL com 95% de intervalo de confiança. 

Em relação à formação do radical hidroxila, todas as 
concentrações testadas de 0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 µg/mLdo 
nerolidol, demonstraram efeito significativo em relação 
ao meio responsável pela produção deste radical livre, 
com diminuição de 40,39, 47,44, 48,41, 49,5 e 52,9%, 
respectivamente (p<0,05; Figura 3). Quando comparadas 
as diferentes concentrações do nerolidol entre elas, foi 
verificada uma diminuição de 11,82, 13,45, 15,28, 20,96% 
relacionada às concentrações de 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 µg/
mL do nerolidol, respectivamente, quando comparadas a 
concentração de 0,9 µg/mL. A concentração de 7,2 µg/mL 
demonstrou efeito significativo, com uma diminuição de 
10,37, 8,69 e 6,72%, respectivamente, quando comparada 
às concentrações de 1,8, 3,6 e 5,4 µg/mLdo nerolidol. O 
Trolox 140 mg/mL produziu a remoção do radical hidroxila 
em 78,1% em relação ao sistema (p<0,05). Após os testes 
antioxidantes, in vitro, foi possível estabelecer a CI50 de 
3,89 µg/mL contra a formação do radical hidroxila com 
uma margem de variação de 2,48 a 6,11 µg/mL com um 
intervalo de confiança de 95%. 

Figura 2: Avaliação do potencial antioxidante in vitro do nerolidol 
contra a formação de nitrito. Os valores representam a média ± 
E.P.M. dos experimentos em duplicata (n=5). *p<0,001 versus 
controle (Tween80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9%) 
(ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste). 
ap<0,001 versus nitroprussiato de sódio (NPS) (ANOVA e 
t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).

Já o Trolox 140 mg/mL (controle positivo) reduziu 
em 60.66% a produção de nitrito em relação ao NPS. Em 
nossos estudos, in vitro, também foi possível determinar a 
concentração inibitória 50% (CI50) do nerolidol de 1,104 
µg/mL contra a formação do radical nitrito com margem de 
variação na concentração efetiva de 0,7308 a 1,667 µg/mL, 
com 95% de intervalo de confiança.

Figura 3: Avaliação dos efeitos antioxidantes in vitro do nerolidol 
na remoção do radical hidroxila. Os valores representam a média 
± E.P.M dos experimentos em duplicata (n=5). *p<0,001 versus 
controle (Tween80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9%) 
(ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste). 
ap<0,001 versus sistema (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls 
como post hoc teste).

As concentrações de 0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 µg/
mL do nerolidol produziram uma diminuição de 63,41, 
66, 67,14, 68,72 e 73,22% na produção de TBARS em 
relação ao AAPH, respectivamente. Já o trolox 140 mg/



128

Potencial antioxidante do nerolido

Rev Ciênc Farm Básica Apl., 2013;34(1):125-130

mL, controle antioxidante, causou uma diminuição de 
55,59% na produção de TBARS em relação ao AAPH. 
A concentração de 7,2 µg/mL do nerolidol produziu uma 
diminuição de 26,81% na produção de TBARS em relação 
à concentração de 0,9 µg/mL (figura 4; p<0,05).

TBARS é um método usado para quantificar a peroxidação 
lipídica que corresponde a um dano na membrana celular 
causado pelos radicais livres que são formados sob estresse 
oxidativo. O nerolidol, em todas as concentrações testadas, 
foi capaz de prevenir a peroxidação lipídica induzida 
por AAPH, inibindo a quantidade de TBARS formado. 
Resultado semelhante foi obtido com o Trolox, um análogo 
sintético hidrofílico do α-tocoferol, que é largamente usado 
como padrão antioxidante. Este resultado sugere que o 
nerolidol pode exercer um efeito antioxidante que protege 
as biomoléculas lipídicas essenciais para o funcionamento 
da membrana celular (Serafini et al., 2011). Resultados 
semelhantes foram obtidos em outro experimento com 
derivados do nerolidol, uma vez que demonstraram uma 
diminuição significativa semelhante na concentração de 
TBARS formado (Pacífico et al., 2008).

Outra metodologia bastante empregada para avaliar 
a atividade antioxidante de uma substância, baseia-se na 
capacidade de remoção de radicais livres que consiste 
na interação direta de uma substância com moléculas 
reativas, convertendo as EROs e ERNs em espécies menos 
reativas e, consequentemente, mais estáveis (Hoelzl et 
al., 2005). A capacidade de uma substância de remover o 
radical hidroxila é diretamente relacionada à sua atividade 
antioxidante. 

O •OH é uma espécie extremamente reativa, capaz 
de causar danos ao DNA, proteínas e lipídios (Halliwell, 
1995; Huang et al., 2005; Shukla et al., 2009; Serafini et al., 
2011). Com base nos resultados, pode ser sugerido que o 
nerolidol, pode formar um complexo com um radical livre, 
provavelmente por um efeito quelante convertendo estes 
radicais em espécies menos reativas (Lima & Cardoso, 2007; 
Guimarães et al., 2010). No entanto, também é importante 
discutir que não foram observadas alterações significativas 
entre as diferentes concentrações utilizadas do nerolidol, 
sugerindo que os metabólitos do oxigênio e/ou nitrogênio 
podem saturar a possível atividade antioxidante quelante 
deste sesquiterpeno. Logo, a exposição das elevadas 
concentrações de nerolidol pode não ser suficientemente 
capaz de aumentar seu potencial antioxidante, que precisa 
ser melhor investigado em futuros estudo.

Neste estudo foi demonstrado que o nerolidol 
produziu uma significativa remoção do radical hidroxila, 
exibindo um considerável potencial antioxidante que 
pode ser capaz de inibir os danos celulares causados por 
este radical. O Trolox, droga usada como padrão, também 
reduziu significativamente a quantidade deste radical. 
Resultado semelhante foi obtido por Pacífico et al. (2008), 
que avaliaram a atividade antioxidante de derivados do 
nerolidol isolados do extrato metanólico da Amaranthus 
retroflexus L. no método DPPH e H2O2 demonstrando 
resultados significativos na inibição da reação com 
TBARS, sendo também observada uma diminuição, em 
todos os testes para a formação de radicais livres, bem 
como um potencial antioxidante, corroborando com os 
nossos resultados.

Outra metodologia empregada foi à remoção 
do NO. Substâncias com ação sequestradora de NO, 
competem com o oxigênio, produzindo uma ação oxidante 
que pode ser caracterizada pela supressão do NO devido 
à neutralização do mesmo por uma reação química ou 
inibição de sua formação (Ahmadi et al., 2011; Serafini et 

Figura 4: Avaliação dos efeitos antioxidantes in vitro do nerolidol 
na remoção de espécies reativas com o ácido tiobarbitúrico 
(TBARS). Os valores representam a média ± E.P.M dos 
experimentos em duplicata (n=5). *p<0,001 versus controle 
(Tween 80 0,05% dissolvido em solução salina 0,9%) (ANOVA 
e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste). ap<0,001 versus 
sistema (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc 
teste).

O Trolox reduziu a produção de TBARS em relação 
às concentrações do nerolidol na proporção de 21,37, 
30,62, 35,12, 41,95 e 65,83% em relação, respectivamente, 
às doses de 0,9, 1,8, 3,6, 5,4 e 7,2 µg/mL de nerolidol. 
Em nossos estudos in vitro verificamos que concentração 
inibitória 50% (CI50) do nerolidol é de aproximadamente 
0,4508 µg/mL contra a formação de espécies reativas com 
o ácido tiobarbitúrico (TBARS) com margem de variação 
na concentração efetiva de 0,2538 a 0,8007 µg/mLcom 
95% de intervalo de confiança. 

DISCUSSÃO

Tem sido relatado que em situações estressantes 
pode ocorrer uma diminuição nos processos enzimáticos 
e não enzimáticos relacionados com a remoção de 
radicais livres pelo cérebro (Mandelker, 2008; Gaté et 
al., 1999). Dessa forma, pode ser observado em algumas 
patologias relacionadas ao SNC um aumento dos níveis de 
peroxidação lipídica (Freitas et al., 2004) e do conteúdo 
de nitrito (Ferreira et al., 2009; Oliveira et al., 2007). 
Embora esses achados não sejam relatados em todos os 
modelos farmacológicos, estas condições patológicas, 
podem ser decorrentes de uma maior atividade celular 
pró-oxidante com consequente redução na atividade das 
enzimas antioxidantes, condições essas que precisam ser 
melhor investigadas. O estudo avaliou a potencial atividade 
antioxidante do nerolidol por meio dos testes de formação 
do nitrito, radical hidroxila e TBARS.

A atividade antioxidante de uma substância também 
pode ser avaliada por meio de uma grande variedade 
de testes in vitro. Em nosso estudo, como mencionado 
anteriormente, foram utilizadas três metodologias para 
avaliação de uma potencial atividade antioxidante pelo 
nerolidol: o teste para avaliar a formação de substância 
reativas ao ácido tiobarbitúrico, teste de produção de 
radical hidroxila e teste de formação de nitrito. O método 
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al., 2011). Esse composto pode estar envolvido em reações 
oxidativas e foi capaz de reduzir os níveis de formação 
de nitrito, sugerindo uma capacidade antioxidante para 
este composto. Resultado semelhante foi obtido no estudo 
realizado com óleo essencial da Canarium schweinfurthii 
Engl. (Burseraceae) (Bloxton et al., 2002; Koudou et al., 
2005). 

Neste estudo, o nerolidol diminuiu significativamente 
a produção de nitrito, a formação do radical hidroxila, a 
produção de TBARS, demonstrando potencial atividade 
antioxidante, protegendo as biomoléculas, como lipídios 
da membrana celular, contra danos causados pelos radicais 
livres. Mostrando seu potencial e sua possível ação nos 
sistemas de defesa contra danos oxidativos, bem como 
possível atividade central e/ou periférica que pode ser 
justificada pela sua atividade antioxidante.

Portanto, os resultados obtidos no presente 
estudo, demonstram que o nerolidol apresenta potencial 
antioxidante pelos métodos in vitro utilizados. Mais estudos 
são necessários para elucidar os possíveis mecanismos de 
ação que medeiam à atividade antioxidante do nerolidol in 
vitro. 
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ABSTRACT

Evaluation of antioxidant potential in-vitro of nerolidol

The antioxidant potential of nerolidol against the 
formation of thiobarbituric acid reactive substances 
(TBARS), hydroxyl radical and nitric oxide production 
was assessed in this study. At concentrations of 0.9, 1.8, 
3.6, 5.4 and 7.2 mg/mL, it was observed that nerolidol 
prevented lipid peroxidation induced by 2,2’-azobis-
2-amidinopropane (AAPH), inhibiting the formation 
of TBARS in a manner similar to that of Trolox, a 
synthetic hydrophilic α-tocopherol analog that is 
widely used as an antioxidant standard. Nerolidol also 
reduced the production of the hydroxyl radical and 
nitric oxide, possibly indicating an in-vitro antioxidant 
property. This property could be exploited to protect 
in-vivo molecular targets (DNA, lipids, carbohydrates 
and proteins). Although nerolidol exhibited in-vitro 
antioxidant activity, by its capacity to remove hydroxyl 
radicals and nitric oxide and to prevent the formation 
of TBARS, more research is needed to characterize 
better the antioxidant potential of this compound.
Keywords: Antioxidant. Nerolidol.  Nitric oxide. Lipid 
peroxidation. Hydroxyl radical.
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