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RESUMO

Os terpenos séo os constituintes quimicos de maior ocorréncia natural, extraidos principalmente
de plantas, sendo compostos que podem apresentar importante volatilidade e normalmente
caracteristica oleosa. O isopulegol (ISO) é um monoterpeno oxigenado amplamente encontrado
em diferentes espécies vegetais, com propriedades farmacoldgicas de interesse. AS
caracteristicas de volatilidade e insolubilidade em &gua tem limitado seu emprego e assim, 0 Uso
de ciclodextrinas (CDs), tais como a B-CD (beta-ciclodextrina), tem sido uma abordagem
promissora que visa aprimorar caracteristicas como solubilidade e biodisponibilidade. Desta
forma, o presente trabalho objetivou avaliar a atividade anti-inflamatdria e antinociceptiva do
ISO e ISO/CD em ensaios pré-clinicos com camundongos. Para a investigacdo da atividade anti-
inflamatdria foram realizados modelos antiedematogénicos (edemas de pata), de ancoragem
molecular e modelos sistémicos de inflamacdo aguda (peritonite e pleurisia) e cronica
(granuloma). A administracdo de ISO e ISO/CD nas doses testadas inibiram significativamente a
atividade edematogénica induzida por diversos agentes flogisticos, indicando por meio de
docking molecular, a interacdo do ISO com receptores de histamina tipo 1 (H1) e cicloxigenase 2
(COX 2). Além disso, ISO e ISO/CD foram capazes de interferir na resposta inflamatoéria aguda
reduzindo o extravasamento de albumina, a migracdo leucocitdria e a atividade da
mieloperoxidade (MPO), promovendo a redugdo dos niveis de IL-1p e TNF-a no exsudato
pleural, bem como reduzindo o processo inflamatdrio crénico no modelo de granuloma. Na
avaliacdo da atividade antinociceptiva a administracdo oral de ISO e ISO/CD mostraram efeito
antinociceptivo significativo nas doses de 1, 5 e 10 mg/kg para o ensaio de formalina e de
contorg¢Bes abdominais, com destaque para a dose de 10 mg/kg. Desta forma, a dose de 10 mg/kg
foi selecionada para avaliacdo dos efeitos sobre SNC e avaliacdo das vias de sinalizacdo
envolvidas no potencial analgésico. O ISO e o ISO/CD néo apresentaram alteracGes sobre 0s
parametros avaliados do SNC e os resultados sugerem uma acao antinociceptiva aguda nos testes
de formalina, contor¢bes abdominais, placa quente e hipernocicepcdo mecanica plantar,
propondo o envolvimento das vias de sinalizacdo opioide, canais de potassio, colinérgica, 6xido
nitrico, via do monofosfato ciclico de guanosina, vaniloide e glutamatérgica. Os achados
sugerem uma importante atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria do 1SO e ISO/CD, nédo
havendo diferenca significativa entre os grupos tratados com os compostos em questdo, porém
vale ressaltar que o processo de complexacdo envolve quantidades bem inferiores do composto,
0 que levou ao aperfeicoamento das propriedades farmacoldgicas do isopulegol que parecem
estar relacionadas a sua complexagdo em B-CDs, trazendo a perspectiva de futuras investigaces
do potencial farmacol6gico desse monoterpeno.

Palavras-chave: docking molecular; terpenos; citocinas; dor; ciclodextrinas.



ABSTRACT

Terpenes are the most naturally occurring chemical constituents, extracted mainly from plants,
being compounds that can present important volatility and usually oily characteristics.
Isopulegol (ISO) is an oxygenated monoterpene widely found in different plant species, with
pharmacological properties of interest. The characteristics of volatility and insolubility in water
have limited its use and thus, the use of cyclodextrins (CDs), such as p-CD (beta-cyclodextrin),
has been a promising approach that aims to improve characteristics such as solubility and
bioavailability. Thus, the present study aimed to evaluate the anti-inflammatory and
antinociceptive activity of 1SO and ISO/CD in preclinical trials with mice. To investigate the
anti-inflammatory activity, antiedematogenic models (paw edema), molecular anchorage and
systemic models of acute inflammation (peritonitis and pleurisy) and chronic (granuloma) were
performed. The administration of ISO and ISO/CD in the tested doses inhibited significantly the
edematogenic activity induced by several phlogistic agents, indicating, through molecular
docking, the interaction of ISO with histamine type 1 (H1) and cycloxygenase 2 (COX 2)
receptors. In addition, ISO and ISO/CD were able to interfere in the acute inflammatory
response, reducing albumin extravasation, leukocyte migration and myeloperoxidation (MPO)
activity, promoting a reduction in the levels of IL-1p and TNF-a in the exudate pleural, as well
as reducing the chronic inflammatory process in the granuloma model. In the assessment of
antinociceptive activity, oral administration of I1SO and ISO/CD showed a significant
antinociceptive effect at doses of 1, 5 e 10 mg/kg for the formalin test and the abdominal
contortion test, with emphasis on the dose of 10 mg/kg. Thus, the 10 mg/kg dose was selected to
assess the effects on the CNS and to assess the signaling pathways involved in the analgesic
potential. ISO and ISO/CD did not show changes on the evaluated CNS parameters and the
results suggest an acute antinociceptive action in formalin, abdominal writhing, hot plate and
plantar mechanical hypernociception tests, proposing the involvement of opioid signaling
pathways, signaling channels potassium, cholinergic, nitric oxide, cyclic guanosine
monophosphate pathway, vaniloid and glutamatergic. The findings suggest an important
antinociceptive and anti-inflammatory activity of ISO and ISO/CD, with no significant
difference between the groups treated with the compounds in question, however it is worth
mentioning that the complexation process involves much lower amounts of the compound,
which led to the improvement of the pharmacological properties of isopulegol that seem to be
related to its complexation in B-CDs, bringing the perspective of future investigations of the
pharmacological potential of this monoterpene.

Keywords: molecular docking; terpenes; cytokines; pain; cyclodextrins.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 OBJETIVOS E QUESTIONAMENTOS

A inflamacdo e a dor, apesar de importantes mecanismos de protecdo do organismo,
persistem ao longo do tempo como problemética de salde em virtude dos inimeros obstaculos
enfrentados no tratamento instituido, pela falta de conhecimento dos profissionais que lidam com
esses pacientes e principalmente pelos efeitos colaterais e custo-beneficio dos farmacos
disponiveis no mercado. O impacto do uso de medicamentos no tratamento de doencas € uma
questdo multifacetada. Por um lado, os medicamentos podem promover a cura de doencgas, podem
aumentar a expectativa de vida, amenizar o quadro sintomatol6gico trazendo alivio e melhor
qualidade de vida para os individuos; por outro, podem levar a ocorréncia de efeitos adversos
relevantes, principalmente quando essas reacdes geram hospitalizacdes, prolongamento de
internagdes, incapacidades e até a morte.

E crescente a busca por novas entidades quimicas ou formulacdes farmacéuticas mais
seguras, com menor toxicidade e efeitos adversos, melhor relacdo custo-beneficio, bem como a
melhoria na biodisponibilidade, estabilidade e solubilidade. A presenca de inUmeras substancias
apreciadas na medicina considerada popular, tais como o uso de plantas medicinais, bem como a
comprovacao cientifica de suas propriedades bioldgicas, sdo de fundamental importancia para o
desenvolvimento de novos farmacos. Diante do uso na medicina popular de 6leos essenciais ricos
em moléculas bioativas e comprovacdo de diversas atividades bioldgicas tanto desses éleos, como
de constituintes isolados, foi despertado o interesse em investigar e validar cientificamente o
possivel efeito anti-inflamat6rio e antinociceptivo do isopulegol (ISO) e do seu complexo de
inclusdo em B-ciclodextrina (ISO/CD).

As ciclodextrinas (CDs), por serem substancias importantes nas formulac@es farmacéuticas
segundo a literatura cientifica, sdo amplamente utilizadas visando & obtencdo de vantagens como
aumento da solubilidade da substancia a ser complexada e melhora da estabilidade e
biodisponibilidade de vérios principios bioativos. Dentre as CDs empregadas para formacéo de
complexos de inclusdo com compostos ativos, as p-CDs apresentam caracteristicas que favorecem
a sua escolha, como facil obtencdo, preco mais acessivel, propriedades fisico-quimicas e também
pelos diversos estudos ja publicados no meio cientifico comprovando os beneficios da
complexacéo no aperfeicoamento das propriedades farmacologicas de drogas e produtos naturais.

Portanto, partindo da premissa que a -CD tem melhorado as propriedades bioldgicas de
compostos terpénicos e considerando os importantes achados da literatura cientifica acerca do
constituinte quimico isopulegol, combinado a alta prevaléncia de doencas inflamatdrias associadas
aos disturbios da dor e ao crescente interesse da industria farmacéutica na descoberta de novas

drogas com menores custos e melhor eficacia terapéutica, torna-se imprescindivel o
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desenvolvimento de pesquisas que abordem o potencial bioldgico do constituinte em questdo
formando complexo de inclusdo com B-CD. O presente estudo visou elucidar as possiveis
atividades bioldgicas do isopulegol e do complexo de inclusao isopulegol/B-ciclodextrina, dentre
elas as atividades anti-inflamatérias e antinociceptiva, fazendo um comparativo entre 0s
resultados obtidos com os grupos tratados com o ISO e o ISO/CD. Como objetivos especificos,
buscou-se determinar a toxicidade aguda néo clinica do I1SO e do ISO/CD, investigar a atividade
antiedematogénica e anti-inflamatoria dos compostos por meio dos ensaios de edema de pata,
peritonite, pleurisia e granuloma, além de docking molecular e em seguida avaliar os seus
possiveis efeitos antinociceptivos pelos ensaios de formalina, contor¢bes abdominais por &cido
acético, placa quente, hiperalgesia mecénica plantar com investigacdo das possiveis vias de
sinalizacdo da dor que possam estar envolvidas na resposta antinociceptiva do 1SO e do I1ISO/CD,

além de investigar a possivel influéncia dos compostos sobre o sistema nervoso central.

1.2 ESTRATEGIAS DE PESQUISA

A busca por novas formulacGes farmacéuticas requer modelos experimentais apropriados e
que fornecam reprodutibilidade e confianca. Inimeros sdo os protocolos e técnicas disponiveis
para a avaliacdo da atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva de moléculas bioativas, cada um
desses, com suas vantagens e limitagdes. Consideracdes criticas sobre a sensibilidade, custos e
confiabilidade sdo portanto, necessarios quando da escolha do modelo (CAVALETTI et al., 2018;
FERREIRA et al., 2019).

Os modelos experimentais que se baseiam em principios farmacoldgicos, devem fornecer
um modelo fisioldgico e clinico relevante para prever a indicacao terapéutica a que se pretende e é
considerado importante quando os resultados a nivel pré-clinico estdo vinculados aos resultados
no contexto clinico (PATIL et al., 2019).

Antes da execucdo, os ensaios devem ser devidamente planejados, atentando para a
amostra, as vias de administracdo, uso de controles e sua real necessidade e por fim, os métodos
estatisticos que serdo utilizados para a avaliacdo dos resultados esperados (BUTTERWECK;
NAHRSTEDT, 2012). Ao selecionar modelos para avaliagdo de uma atividade biologica deve-se
considerar a correlacdo dos mecanismos por tras dos modelos experimentais ja bem estabelecidos
(PATIL et al., 2019).

A avaliacdo da toxicidade aguda nédo-clinica foi realizada de acordo com a OECD com
algumas modificacdes e com a tabela de Malone e Robichaud. Para a avaliagdo da atividade anti-
inflamatoria do ISO e do ISO/CD foram selecionados modelos tradicionais de inflamacéo,
incialmente os modelos de edema de pata. O edema de pata induzido por carragenina é
amplamente utilizado para avaliacdo da atividade anti-inflamatéria de compostos naturais e
sintéticos (BOOMINATHAN et al., 2004; PANTHONG et al., 2007) mais particularmente da
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atividade antiedematogénica, ja que o edema é um dos sinais flogisticos do processo inflamatorio.
Uma vez administrada, a carragenina promove a dilatagdo dos pds-capilares venosos, o que resulta
no extravasamento vascular e esse processo envolve a liberagdo de uma série de mediadores
infamatdrios (DUWIEJUA; WOODE; OBIRI, 2002). O edema produzido pela carragenina é um
edema bifasico (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962) que envolve a liberacdo de mediadores como
histamina e bradicinina num primeiro momento (POSADAS et al., 2004) seguida de uma segunda
fase caracterizada pelos produtos da ativacdo da via das cicloxigenases (COX), as prostaglandinas
(PATIL; PATIL., 2017).

Outro agente indutor utilizado ainda no modelo de edema de pata foi a dextrana, que uma
vez administrada, resulta em uma permeabilidade vascular aumentada e ativacdo de mediadores
como histamina e serotonina (ANOSIKE; OBIDOA; EZEANYIKA, 2012). Para verificar o
envolvimento da histamina e prostaglandinas, esses mediadores foram utilizados como agentes
indutores no edema de pata. Histamina além de provocar aumento na permeabilidade vascular,
age juntamente com as prostaglandinas induzindo inflamacdo (SINGH, B. et al., 2003;
VASUDEVAN; GUNNAM; PARLE, 2007; BEN; ETIM; UDO, 2016). Visando corroborar com
0S ensaios in vivo anteriormente citados, uma investigacdo da inibicdo da cicloxigenase (COX-2)
e do receptor de histamina tipo 1 (H1) mediada pelo isopulegol foi realizada in silico.

Continuando a investigacdo da atividade anti-inflamatdria, agora em uma avaliacdo
sistémica, foram executados os protocolos de peritonite e pleurisia. Em ambos os modelos, a
carragenina foi o agente de escolha, justificado pelo seu potencial pro-inflamatério, sendo
frequentemente utilizado em modelos animais de edema (MARTINS et al.,, 2017), pleurisia
(BARRETO, R. et al., 2016) e peritonite (BARTH et al., 2016; OLIVEIRA-TINTINO et al.,
2018).

No modelo de peritonite, foram avaliadas a migracdo leucocitaria, a atividade da
mieloperoxidase (MPO) e a permeabilidade vascular com dosagem de albumina. J& no protocolo
experimental de pleurisia, mais uma vez os niveis de leucocitos, como medida de inflamagao,
foram avaliados e de uma aliquota do exsudato, citocinas como a interleucina 1B (IL-1p) e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) foram dosadas. Como ja citado, a carragenina induz um processo
inflamatdrio que envolve migracdo celular, extravasamento vascular e producdo de uma série de
mediadores, dentre esses as IL-1p e TNF-a (LORAM et al., 2007); sendo esses mediadores
capazes de recrutar leucdcitos, como os neutrdfilos, que contém a enzima MPO, responsavel pelo
impacto na lesdo oxidativa causada pelos neutrofilos (KETTLE; WINTERBOURN, 1997).

Para avaliacdo da atividade anti-inflamatoria cronica foi utilizado o modelo de granuloma
induzido por pellets de algoddo. A formacdo de tecido granulomatoso é uma caracteristica
marcante do processo inflamatdério crénico e a avaliagdo de elementos transudativos e

proliferativos podem ser avaliados por esse protocolo (NETO et al., 2005). O peso Umido dos
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pellets associa-se ao transudato, enquanto o peso seco tem uma relagdo direta com os tecidos
granulomatosos; a massa de granuloma formada é quantificada como medida da inflamacéo
(OJEWOLE, 2006).

Objetivando a avaliacdo de uma possivel atividade antinociceptiva do 1SO e do ISO/CD
foram utilizados protocolos classicos de dor, como o teste da formalina, contor¢des abdominais
por &cido acético, teste da placa quente ou hot plate, e Von Frey. O teste de formalina é um
método de avaliacdo comportamental muito utilizado para investigar o potencial antinociceptivo
de diversos agentes, permitindo a avaliacdo de dois tipos diferentes de dor: uma de primeira fase,
relacionada a estimulag@o quimica direta de nociceptores das fibras Ad e C e uma de segunda fase
associada a liberacéo de varios mediadores inflamatorios (HUNSKAAR; HOLE, 1987).

No teste de contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético, temos um modelo de
nocicepcdo quimica, sendo considerado sensivel a avaliacdo de drogas analgésicas, sendo um
protocolo geral, ndo seletivo (COUTO et al., 2011). O teste da placa quente, diferente do modelo
de contorcGes, é um teste especifico para avaliacdo de agentes analgésicos com efeito central, ja
que apenas drogas analgésicas centrais conseguem aumentar o tempo de resposta do animal na
placa, ja& que esse modelo utiliza a temperatura como estimulo nociceptivo (RAQUEL et al.,
2013). Finalizando os modelos tradicionais de dor, foi realizado o ensaio do Von Frey, método de
escolha para avaliacdo da sensibilidade ao estimulo mecénico, que permite ao pesquisador avaliar
0 aumento da sensibilidade do nociceptor a estimulos indcuos, caracterizando a alodinia, ou
nocivos, a hiperalgesia (LE BARS, 2001).

Concluindo a estratégia metodolégica, foram investigadas as possiveis vias sinalizadoras
envolvidas na resposta antinociceptiva do ISO e do ISO/CD investigando-se a participacdo das
seguintes vias:

e Sistema opioide;
e Canais de potassio;
e Sistema colinérgico;
e Participacao dos receptores a2 adrenérgicos;
e Via L-arginina/Oxido Nitrico/GMPc;
e Sistema vaniléide;
e Sistema dopaminergico;
e Sistema adenosinérgico;
e Sistema glutamatérgico;
e E via da guanosina monofosfato ciclico
A analise estatistica dos resultados foi planejada concomitante ao desenho do estudo e o

programa estatistico utilizado foi o0 GraphPad Prisma 6. Os dados foram analisados pelo modelo
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de andlise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias conforme o caso. ANOVA ¢é um dos
métodos estatisticos mais comuns usados em ensaios pré-clinicos (ABAN; GEORGE, 2015).
Assim, para os ensaios foi utilizado o ANOVA de uma ou duas vias seguidas pelo teste de Tukey,
sendo os valores expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) e diferencas a partir de

p<0.05 sendo consideradas significativas.

1.3 ESTRUTURA DA TESE

A presente tese discorrera sobre as atividades bioldgicas do terpeno ISO e do seu
complexo de inclusdo em B-CD através de modelos experimentais de inflamagao e dor realizados
em animais, constando de 4 capitulos que trazem informacGes acerca do terpeno isopulegol,
vantagens do seu processo de complexacdo e atividades biologicas ja descritas em literatura,
toxicidade, respostas anti-inflamatoria e antinociceptiva e respectivos modelos experimentais
utilizados para alcance dos resultados.

A primeira parte da tese traz informacgdes sobre 0s questionamentos que estimularam o
desenvolvimento da mesma, apresentando a necessidade do desenvolvimento de estudos em busca
de novos prototipos farmacoldgicos com menos efeitos adversos e melhor custo-beneficio.

O capitulo | consta da fundamentacdo tedrica, embasando a discussdo sobre o0s
questionamentos levantados e contribuindo com a elaboracdo dos capitulos seguintes. Essa
fundamentacéo tedrica relata informacdes pertinentes sobre a importancia dos produtos naturais
na busca de novos farmacos, caracteristicas dos terpenos e do isopulegol e discorre acerca das
atividades biol6gicas abordadas no estudo, inflamacdo e nocicepcdo, além de outros topicos
relevantes que contribuem para o desenvolvimento da pesquisa.

O Capitulo 11 € um artigo que foi publicado na Foods — IF 3.0 - e apresenta a avaliacdo da
atividade antiedematogénica e anti-inflamatoria do isopulegol e do seu complexo de inclusdo em
B-ciclodextrinas.

O Capitulo 11I, apresenta um manuscrito que aborda a atividade antinociceptiva do
isopulegol e do seu complexo de inclusdo em B-ciclodextrinas nos modelos classicos de dor, bem
como avaliagdo dos mecanismos de acdo envolvidos nessa potencial atividade, submetido na
revista Food Chemistry - FI: 6,306

Nas consideracfes finais, o capitulo IV relata as associa¢Oes das evidéncias produzidas
durante o desenvolvimento da tese e as conclusdes que foram feitas com base nelas, além da

possibilidade de investigagdes futuras envolvendo o objeto em estudo.
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2. CAPITULO I: FUNDAMENTACAO TEORICA

A quimica de produtos naturais, devido a grande diversidade estrutural e de grupos
funcionais presentes em muitas substancias da biodiversidade terrestre, sempre foi considerada
importante para o desenvolvimento de novos protétipos farmacoldgicos, relevante na industria de
cosmeéticos, alimentos e na producdo de outros bioprodutos (BOLZANI, 2016). Os produtos
naturais ou seus metabolitos secundarios estdo presentes em milhares de organismos e funcionam
como os mediadores de interacGes biologicas, essas Ultimas, foco de inumeras pesquisas
envolvendo o isolamento desses metabdlitos, a obtencdo de moléculas com atividade biolégica
para desenvolvimento de novos farmacos, bem como o seu papel ecoldgico (TEIXEIRA, 2013).

A investigacdo de produtos naturais com atividade farmacologica tem despertado um
interesse crescente das industrias farmacéuticas, sendo considerada prioridade pela Organizacao
Mundial da Satde (OMS). E estimada em cerca de 40% a quantidade disponivel de medicamentos
desenvolvidos de forma direta ou indireta a partir de produtos naturais, sendo a maioria desses,
plantas (ROBINSON; ZHANG, 2011). No Brasil, 0 uso de terapias a partir de produtos naturais,
para o tratamento das mais diversas patologias, principalmente as cronico-degenerativas,
representa ganho importante na area de salude ao reduzir custos. Dessa forma, os fitoterapicos
podem ser utilizados de maneira opcional quando considerado o baixo custo, cujos beneficios se
equiparam aos farmacos utilizados na terapéutica tradicional (BORGES; BAUTISTA; GUILERA,
2008).

As pesquisas para a avaliacdo da seguranca dos produtos de origem natural, como uso de
plantas medicinais e fitoterapicos, no Brasil ainda é escassa. Infelizmente, a grande maioria desses
produtos tem seu perfil toxico desconhecido, nem mesmo possuem seu perfil quimico e
farmacoldgico, fazendo-se necessario o controle rigido tanto do comércio quanto do uso desses
produtos (SANTOS; NUNES; MARTINS, 2012).

A prética do uso de produtos naturais para fins terapéuticos, seja como terapia de primeira
escolha ou adjuvante, deve ser fortalecida através do desenvolvimento de estudos que garantam a
eficacia da substancia de origem natural em seres humanos, tragando um perfil de toxicidade do
seu uso a curto e longo prazo, e apresentando uma boa relagdo custo-beneficio. Nesse contexto, o
uso tradicional de espécies da biodiversidade pode ser encorajado, visando reduzir a exposic¢ao da
populacéo as praticas pouco seguras, evitando complicagdes decorrentes do uso indiscriminado de

produtos naturais.
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2.1 TERPENOS E ISOPULEGOL

Oleos essenciais configuram-se como uma mistura complexa de compostos (CHOUHAN;
SHARMA; GULERIA, 2017) sendo os terpenos os principais constituintes de 6leos essenciais,
constituindo uma importante e vasta classe quimica, contendo mais de 50.000 compostos (SATO,
2013) e estdo descritos na literatura como constituintes quimicos responsaveis pelas mais diversas
atividades  biologicas, como  atividade analgésica (GUIMARAES; QUINTANS;
QUINTANS- JUNIOR, 2013), anticonvulsivante (SOUSA; QUINTANS; ALMEIDA, 2007),
anti-inflamatoria (SANTANA et al., 2014) e seguros como potencializadores da absor¢édo
percutanea de drogas (CHEN et al., 2016). Os terpenos sdo 0s constituintes quimicos de maior
ocorréncia natural, extraidos principalmente de plantas, sendo compostos que podem apresentar
importante volatilidade e compostos apenas de atomos de carbono, hidrogénio e oxigénio. Sua
estrutura basica consiste em varias unidades repetidas de isopreno (CsHg) e sdo classificados em
grupos de acordo com o nimero de carbonos que contém (GERSHENZON; DUDAREVA, 2007;
KIRBY; KEASLING, 2009; MEWALAL et al., 2017).

Os terpenos, também conhecidos como isoprenoides, variam desde metabdlitos primarios
(esterdis, carotenoides, horménios) a metabdlitos secundarios especificos de uma espécie vegetal,
estando associados ao mecanismo de defesa e a comunica¢do no meio ambiente (LANGE et al.,
2000). Nas plantas, a sintese dos terpenos acontece de forma compartimentalizada; os
monoterpenos e diterpenos sdo produzidos em plastideos pela via ndo-mevalonato, enquanto os
sesqui e triterpenos sdo gerados no citosol pela via mevalonato (KIRBY; KEASLING, 2009).

Os terpenos sdo formados a partir de duas rotas principais de sintese, a rota do acido
mevalonico (MVA) e a rota do metileritritol fosfato (MEP). A via do MEP ocorre principalmente
nos plastidios, enquanto a MVA distribui-se entre citoplasma, reticulo endoplasmatico e
peroxissomos (VRANOVA; COMAN; GRUISSEM, 2013). Na rota do MVA trés moléculas de
Acetil-CoA sao utilizadas para formar o &cido meval6nico, que é pirofosforilado, descarboxilado
e desidratado para produzir isopentil difosfato (IPP), unidade basica de formacéo dos terpenos. Na
via MEP, o gliceraldeido-3-fosfato condensa-se com dois atomos de carbono do piruvato,
formando o 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato que é reduzida a metileritritol fosfato, eventualmente
convertido a DMAPP (dimetialil difosfato), um isdmero do IPP (HENRY et al., 2018).

Dentre os terpenos, 0s monoterpenos se destacam como componentes primarios de 6leos
essenciais de varias espécies vegetais e as atividades bioldgicas dessas espécies tém sido
atribuidas a esses compostos (QUINTANS-JUNIOR et al., 2008). Os monoterpenos tem como
estrutura bésica a ligacdo de duas unidades de isopreno, cada uma dessas com uma cadeia
composta por cinco carbonos e representam cerca de 90% de todos os constituintes de 6leos
essenciais (BAKKALI et al., 2008), podendo ser classificados em diferentes grupos, como

monoterpenos aciclicos, monociclicos, biciclicos e glicosideos iridoides. Os derivados dos
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monoterpenos contendo heteroatomos (tipicamente o oxigénio) sdo conhecidos como
monoterpenoides e esses, juntamente com 0s monoterpenos sdo amplamente estudados por suas
potenciais atividades bioldgicas (SALAKHUTDINOV; VOLCHO; YAROVAYA, 2017).

Os monoterpenos possuem uma grande variedade de estruturas (BAKKALI et al., 2008)
com vérias fungdes bioldgicas importantes como antimicrobiana (KORDALI et al., 2005),
hipotensora e vasorrelaxante (BASTOS et al., 2010), anti-inflamatéria (SANTANA et al., 2014) e
analgésica (GUIMARAES; QUINTANS; QUINTANS- JUNIOR, 2013).

Na industria farmacéutica, os monoterpenos se destacam pelo seu relevante potencial
nutracéutico (BASU; THOMAS, J. E.; ACHARYA, 2007; GHASEMI et al., 2009). Alguns
estudos reportam a atividade anti-inflamatéria dos monoterpenos modulando a liberacdo de
citocinas pré e anti-inflamatoérias, bem como regulando a liberacdo de outros mediadores
inflamatdrios (QUINTANS et al., 2019). No contexto do desenvolvimento de novos farmacos
com potencial anti-inflamatério e analgésico, os monoterpenos tornaram-se objeto de grande
interesse da industria farmacéutica, com um expoente nimero de novas pesquisas e pedidos de
patentes (GUIMARAES et al., 2012; KOZIOL et al., 2014; PINA et al., 2017).

Figura 01 - Estrutura quimica do isopulegol (C1oH150).

OH

Fonte: disponivel em: https://cymitquimica.com/products/11-5036/89-79-2/-isopulegol/

Entre os monoterpenos, o isopulegol (Figura 01) é um alcool monociclico que esta
presente nos Oleos essenciais de diversas espécies vegetais, entre elas a espécie Corymbia
citriodora Hook, constituindo cerca de 6,5% (ambos os isdmeros) entre todos os constituintes do
6leo essencial (VERNIN et al., 2004) e apresenta potenciais propriedades terapéuticas (SILVA et
al., 2007). Plantas do género Cymbopogon e Eucalyptus sdo ricas em o6leos essenciais que
apresentam o 1SO como um dos compostos majoritarios e suas propriedades terapéuticas estdo
relacionadas com a presenca de terpenos (EKPENYONG; AKPAN; NYOH, 2015; DHAKAD et
al., 2018). O I1SO é um importante intermediério na produgdo de (-) — mentol, uma substancia
amplamente utilizada em preparac6es farmacéuticas (LENARDAO et al., 2007) e o citronelal

pode ser convertido em isopulegol com tratamento com acido, a partir do qual uma mistura de
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mentol estereoisomérica € produzida por um processo de hidrogenagdo catalitica (YADAV;
NAIR, 2000).

O (-)-isopulegol (2-isopropenil-5-metilciclohexanol) tem sido usado amplamente na
fabricacdo de produtos cosméticos (SOUZA, 2004; BHATIA et al., 2008) e a partir de uma reacdo
de oxidacdo do (-)-isopulegol, pode-se obter a (—)-isopulegona (2-isopropenil-5-
metilciclohexanona), um composto ciclico contendo dois grupos alquila com configuracao trans
(MOREIRA; CORREA, 2003).

Em estudos relacionados a atividade antinociceptiva do ISO foi sugerido o envolvimento
dos receptores muscarinicos, do sistema opioide e L-arginina/NO/cGMP na sua atividade
analgésica (PROSPERO et al., 2018). Pesquisas também sugeriram que o 1SO apresentou efeitos
anticonvulsivantes e bioprotetores e essa atividade pode estar relacionada a modulacdo positiva
dos receptores tipo GABAAa sensiveis a benzodiazepina, bem como as suas propriedades
antioxidantes (SILVA et al., 2009b). Outro estudo apresentou um resultado relevante sobre o
papel do isopulegol atenuando o estresse oxidativo que é capaz de contribuir com a patogénese da
disfungdo das células B-pancreaticas no diabetes mellitus, em ratos com diabetes induzida por uma
dieta rica em gordura/estreptozotocina (SANKARANARAYANAN; KALAIVANI, 2020), além
de apresentar importante atividade gastroprotetora (SILVA; MOURA et al., 2009).

Estudos de toxicidade e imunotoxicidade foram realizados com o ISO em experimentos in
vivo, onde apds 14 dias de uma ingestdo Unica de 1SO, essa substancia apresentou baixa
toxicidade e ndo suprimiu a producdo e atividade de anticorpos (BHATIA et al., 2008). O
isopulegol, segundo a patente US20130084257 promoveu a absor¢do transdérmica de varios
agentes farmacologicos com baixa irritacdo da pele, sendo sugerido como um promotor de
absorcdo de alta seguranca (ndo provocando irritacbes) e aplicabilidade (ISHIDA; OBATA;
TAKAYAMA, 2013).

Uma importante limitacdo na aplicacdo dos monoterpenos é a sua meia-vida curta e varias
abordagens visam aprimorar as propriedades farmacoldgicas dos monoterpenos, incluindo
sistemas que tenham por finalidade aumentar a solubilidade desses compostos em agua e assim, a
sua biodisponibilidade (MOURTZINOS et al., 2008; SERAFINI et al., 2010; MENEZES et al.,
2012). Como um monoterpeno, o ISO apresenta alta volatilidade e odor forte o que acaba
limitando as suas aplicagfes e assim como mais de 40% dos promissores agentes quimicos, o
isopulegol é praticamente insolivel em agua (HAMOUDI et al., 2012; CHEN et al., 2015). A
biodisponibilidade oral dessas substancias poderia ser modificada a partir do uso de novas
formulagdes, como nanoparticulas, (VENTURINI et al., 2011), microparticulas (RASSU et al.,
2015) e ciclodextrinas (MENEZES et al., 2013; PINHO et al., 2014).
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Figura 02 — Estrutura quimica das trés ciclodextrinas mais vendidas comercialmente (a, B e y) e
utilizadas na complexacdo com farmacos.

Fonte: (CARNEIRO et al., 2019).

Os complexos com ciclodextrinas (CDs) (Figura 02) sdo utilizados para melhorar a
solubilidade, dissolucdo e taxas de biodisponibilidade de farmacos pouco sollveis em &gua
(ABDOH et al., 2007; AL-MARZOUQI et al., 2008). As CDs séo oligossacarideos ciclicos cujo
exterior é altamente hidrofilico (presenca de grupos hidroxilas), enquanto a cavidade interior é
hidrofdbica, interagindo com fatores também hidrofébicos dos compostos, formando complexos
de inclusdo (FERNANDES et al., 2009; ZIELENKIEWICZ et al., 2010; AMBRUS et al., 2011).
As ciclodextrinas tem altos niveis de biocompatibilidade e sdo aprovadas pela Food and Drug
Administration (FDA), ndo sendo danosas aos seres humanos (JUG; BECIREVIC-LACAN,
2008).

As CDs além de promoverem uma melhora na solubilidade de moléculas biotivas
aumentam a sua vida util e reduzem as concentracdes dessas moléculas necessarias para alcancar
um efeito biolégico (FANG; BHANDARI, 2010; CARLOTTI et al., 2011), modulando a taxa de
entrega do principio ativo encapsulado. Dentre as CDs, a B-ciclodextrina (B-CD) é empregada de
forma ampla no encapsulamento de farmacos na inddstria farmacéutica devido seu baixo custo e
alta taxa de producdo (ABDOH et al., 2007; AL-MARZOUQI et al., 2008; SALUSTIO et al.,
2009; TSAI et al., 2010), e por eliminar propriedades desagradaveis dos farmacos, como odor e
irritacdo, alem de melhorar a estabilidade das drogas que sdo sensiveis a luz e oxigénio
(MARQUES; HADGRAFT; KELLAWAY, 1990; ALI; UPADHYAY; MAHESHWARI, 2007).
As B-CDs apresentam uma cavidade com diametro ideal para hospedar drogas (SZENTE;
SZEJTLI, 2004) e se ligam as moléculas bioativas por meio de ligagdes ndo covalentes (TAO et
al., 2014). Recentemente nosso grupo vem demonstrando varios beneficios da complexacao de
terpenos com B-CDs, inclusive com o aperfeicoamento das propriedades farmacologicas destes
compostos volateis (COSTA et al., 2019; MARTINS et al., 2020; RAMOS et al., 2020).
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Como I1SO é um monoterpeno altamente volatil e insolivel em agua, a sua inclusao em f3-
CD, conduziria a formacao de um complexo com maior solubilidade em &gua, mais biodisponivel

e sem caracteristicas toxicas, visando o aperfeicoamento das propriedades farmacoldgicas do 1SO.

2.2 INFLAMACAO

A vida dos organismos vivos depende da sua habilidade para se proteger de agentes
patdgenos exogenos bem como reparar danos a tecidos causados por traumas ou infeccdes
(NATHAN; DING, 2010). No entanto, a reposta inflamatéria pode prejudicar os tecidos
envolvidos no processo inflamatdrio e causar importantes disfuncfes organicas (CASTELLHEIM
et al., 2009). Quando ocorre a lesdo, componentes celulares do sistema imune, cascata da
coagulacdo sanguinea e vias inflamatorias sdo todas ativadas levando a um processo de
diferenciacdo, proliferacdo e migracdo de células para que a integridade e homeostase dos tecidos
sejam assim recuperadas e todo esse processo é ativado por meio de mediadores inflamatorios
(AARABI; LONGAKER; GURTNER, 2007).

A inflamacdo cursa assim como uma resposta bioldgica complexa contra agentes
agressivos, que podem ser agentes patdgenos irritantes ou até mesmo células danificadas, podendo
se desenvolver de forma aguda ou cronica e envolver o sistema vascular local, sistema
imunoldgico e uma gama de células do tecido lesado. A resposta inicial do processo inflamatério
é uma resposta aguda que envolve o recrutamento e ativacdo de células do sistema imune inato, do
sangue para os tecidos lesados. Contudo, com a persisténcia do agente causador da inflamacdo, o
processo se cronificara, os tipos celulares no local da reacdo inflamatéria mudardo
progressivamente, caracterizando-se pela destruicdo, seguida de reparacdo do tecido lesionado
(FERRERO- MILIANI et al., 2007).

As alteracGes vasculares iniciam-se imediatamente apds o estimulo inflamatério e
desenvolvem-se nas primeiras horas, consistindo de vasodilatacdo, aumento do fluxo sanguineo
para o local da lesdo, aumento da permeabilidade vascular com exsudacao de volume plasmatico
(WILLIAMS, 1983). Os gatilhos envolvidos na iniciagdo do processo inflamatorio residem na

liberacdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias (NETEA et al., 2017) (Figura 03).
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Figura 03 - Representacdo esquematica das principais alteracdes vasculares e celulares no
processo inflamatorio.
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Disponivel em: http://www.interacaomedicamentosa.com/2018/04/inflamacao-aguda.html. Acesso em: 03 de
setembro de 2020

As duas principais citocinas envolvidas nesse processo inicial da inflamacédo séo o fator de
necrose tumoral (TNF-a) e a interleucina 1 (IL-1) e ambas tém atividade autdcrina e efeitos
parécrinos, levando a ativagdo de macrofagos e neutrofilos. As citocinas levam a um aumento da
permeabilidade vascular, resultado da ativacdo de células endoteliais, o que facilita o
recrutamento de células para o local da lesdo (DINARELLO, 2007). A producdo dessas citocinas
pré-inflamatorias pode ser induzida pela presenca de lipopolissacarideos presentes em micro-
organismos como bactérias, capazes de ativar macrofagos que liberam mediadores inflamatérios,
bem como 6xido nitrico, visando & restauracdo da homeostase tecidual (SA et al., 2014). Ja as
quimiocinas tem por fun¢do recrutar outras células imunes para o local da infeccdo (BONECCHI
et al., 2009), como os neutréfilos, que fagocitam e destroem os patdgenos. Os neutrofilos nos
tecidos produzem substancias capazes de atrair mais neutréfilos, macréfagos e células T e
regulam sua atividade (BORREGAARD, 2010).

Uma vez na circulacdo sanguinea, neutrofilos e mondcitos ativados liberam citocinas e
essas por sua vez estimulam a liberacdo de prostaglandinas que irdo atuar no hipotalamo,
mediando alguns sinais e sintomas como febre, fadiga, sonoléncia (SHATTUCK;
MUEHLENBEIN, 2015). Além das prostaglandinas, outros produtos do metabolismo do acido
araquidénico (que incluem ambos os produtos das cicloxigenases (COX) - tromboxanos e
prostaciclinas — e produtos da lipooxigenase (LOX) — os leucotrienos) também participam da
resposta inflamatoria, podendo estar envolvidos no recrutamento de leucdcitos, mudangas no
tonus vascular e fluxo sanguineo (LANTZ et al., 2005).

Outros mediadores envolvidos no processo inflamatério sdo as aminas vasoativas,
histamina e serotonina, pré-formadas e armazenadas em granulos celulares, liberadas apds

inducdo do processo inflamatorio (KUMAR, 2010). Essas substancias tem um importante papel
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na resposta inflamatoria por terem capacidade de causar contracdo da musculatura lisa,
vasodilatagédo e proporcionar aumento da permeabilidade vascular (RAPPORT; GREEN; PAGE,
1948). A histamina tem um importante papel nas respostas de hipersensibilidade e ¢ uma amina
vasoativa liberada por mastocitos, causando vasodilatacdo, edema e constricdo do musculo liso
(MACGLASHAN, 2003).

O oOxido nitrico (NO) é outra molécula envolvida em diversos processos bioldgicos,
incluindo vasodilatacdo, broncodilatacéo, neurotransmissao, defesa antimicrobiana e regulacdo da
reposta imune inflamatoria (MONCADA, 1991). O NO esta claramente envolvido no processo
inflamatorio devido seu papel na vasodilatacdo e em resposta a estimulos imunol6gicos ou
microbianos, altas quantidades de NO séo liberadas (DIJKSTRA et al., 1998). Além da
vasodilatacdo, o NO promove outras alteracfes na resposta inflamatéria como aumento da
permeabilidade vascular e edema, incremento no fluxo sanguineo e na producdo de
prostaglandinas (SALVEMINI et al., 1996).

Além das citocinas envolvidas no processo inicial da inflamacdo, como o TNF-a e a IL-1,
existe uma ampla variedade de citocinas com diferentes funcdes e acdes. Sdo polipeptideos
produzidos por varios tipos de células em resposta a diferentes estimulos e atuam como
mediadores da inflamacéo e da resposta imune (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE,
1997). Essas citocinas podem exercer suas fungdes atuando de forma sinérgica ou mesmo
modulando as funcdes uma das outras (GALVAO et al., 2018) e os diferentes tipos de citocinas
incluem as interleucinas, fator de necrose tumoral e interferons, sendo esses ultimos envolvidos na
resposta imune antiviral (LOPUSNA et al., 2013).

Outro mecanismo envolvido no controle da resposta inflamatoria é a ativacdo do sistema
complemento, que desempenha papel fundamental na resposta imune inata, contribuindo para
eliminacdo de patogenos, células anormais e doentes. E um sistema complexo composto por
proteinas sintetizadas no figado e liberadas na circulagio (DUNKELBERGER; SONG, 2010;
LUBBERS et al., 2017). Seu envolvimento no controle da resposta inflamatoria esté relacionado a
sua ligacdo a imunocomplexos e células apoptoticas, auxiliando na retirada dos mesmos do local
da inflamagdo (NESARGIKAR; SPILLER; CHAVEZ, 2012).

Os mecanismos que objetivam a resolucdo da resposta inflamatdéria tém primordial
importancia no retorno a homeostase e € um processo ativo que visa ndo somente a eliminacdo do
agente estressor, mas a reprogramacao funcional de células através de mediadores (NETEA et al.,
2017). Uma resolucdo bem sucedida limita a lesdo tecidual e reduz as possibilidades do
desenvolvimento de uma inflamacgédo crénica imuno-mediada (COTRAN; KUMAR; STANLEY,
2004).

O reparo tecidual para a maioria das lesdes se da pela formacdo de tecido fibroso,
produzido principalmente por fibroblastos (AARABI; LONGAKER; GURTNER, 2007). A
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cicatriz é caracterizada por fibroblastos e uma matriz desorganizada, formada principalmente por
coladgeno (RUH et al., 2013). Entretanto, quando a resposta ao estimulo nocivo é desregulada e o
estimulo é persistente, a resposta inflamatdria se cronifica e esta condicdo esta associada com uma
diversidade de distdrbios inflamatérios crénicos, incluindo quadros de artrites, doencas
autoimunes, doengas cardiovasculares e até mesmo cancer (MEDZHITQOV, 2008).

A dor, um dos sinais classicos do processo inflamatério, também chamada de dor
inflamatdria, resulta da interacdo entre mediadores ja conhecidos e seus receptores nos neurénios
sensoriais primarios nociceptivos no sistema nervoso periférico (BASBAUM et al., 2009). Os
mediadores inflamatdrios importantes na transmissdo nociceptiva podem ser divididos em dois
grupos: mediadores que sensibilizam o0s nociceptores e 0s que ativam nociceptores ja
sensibilizados, representados pelas citocinas e prostaglandinas, cininas e neuropeptideos
respectivamente (MILLAN, 1999).

2.3 NOCICEPCAO

A dor se apresenta como uma resposta adaptativa essencial para a manutencdo da
integridade do organismo frente a estimulos que gerem danos teciduais reais ou potenciais,
afetando a qualidade de vida e as atividades diarias dos individuos (PINHO-RIBEIRO et al.,
2016). E uma experiéncia complexa que envolve componentes sensorio-discriminativos, afetivo-
motivacionais e cognitivo-emocionais, processada por uma complexa rede neural, abrangendo
diversos mecanismos (CAO et al., 2014).

A dor pode ser considerada assim, como uma sensacdo subjetiva, resultado de uma
experiéncia emocionalmente desagradavel (CALVINO; GRILO, 2006) enquanto a nocicepgao
pode ser compreendida como a deteccdo de estimulos potenciais ou realmente prejudiciais. Nesse
contexto é importante salientar que nocicepcdo e dor sdo distintas em aspectos, ja que um
individuo com lesdes teciduais pode ou ndo apresentar comportamento de dor (KOPF,
ANDREAS; PATEL, 2009).

Em relacdo a classificacdo, a dor pode ser categorizada de acordo com 0s mecanismos
fisiologicos envolvidos, duracdo e gravidade, mecanismos neuroquimicos, local anatdmico
acometido, bem como causas e caracteristicas temporais. Quanto a sua origem ou fisiopatologia a
dor pode ser classificada como nociceptiva (quando ocorre ativacdo excessiva dos nociceptores,
cujas terminacdes se localizam na pele, visceras e outros 0rgaos); neuropatica ou neurogénica
(resultante do processamento somatossensorial anormal a nivel periférico ou central), e em
psicogénica (dor de origem psicolégica e que ndo possui fator somatico identificavel) (MILLAN,
1999).

A dor aguda esté associada a uma ativacdo de nociceptores a partir de uma injuria tecidual,

podendo desaparecer de forma rapida ou entdo se cronificar como consequéncia de uma lesdo
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persistente, ultrapassando o tempo de recuperacdo do organismo, trazendo incapacidade e
sofrimento (MILLAN, 2002). Nesses casos, o estado de dor é patoldgico, desadaptativo e
debilitante (WOLLER et al., 2017).

Os nociceptores ou receptores para dor sdo um conjunto de neurbnios sensoriais
especializados que medeiam a dor, sendo densamente encontrados em tecidos periféricos e
respondem a estimulos mecénicos, térmicos ou quimicos, que podem se constituir em estimulos
nocivos para o organismo (PINHO-RIBEIRO et al., 2016). Esses estimulos sdo transmitidos até o
sistema nervoso central onde é processado e interpretado pelo cértex cerebral como dor. As fibras
nociceptivas sdo compostas por nervos aferentes e eferentes, diferenciadas entre si pelo diametro
da fibra, mielinizacdo, velocidade de transmissdo de um estimulo e pelo tipo de sensacao dolorosa
(FEIN, 2010).

Em contraste com 0s receptores de pressdo e toque, 0s nociceptores sdo terminagdes
nervosas livres e podem ser classificadas em dois tipos de fibras: fibras pequenas e mielinizadas,
as fibras Ao e fibras C, menores e ndo-mielinizadas (LYNN, 1994). As fibras Ad sdo sensiveis ao
estimulo térmico, didmetro de 1-5 um, velocidade de conducdo de 5-40 m/s e carregam
informacdes de calor, frio e mecanotérmica; ja as fibras C sdo termicamente sensiveis, possuem
didmetro de 0,02-1,5 pum, velocidade de conducédo de 0,5-2 m/s e carregam informagdes mecanica,
térmica e/ou quimica (JOHN SMITH, 2018; WOLLER et al., 2017; BISTA; IMLACH, 2019).

As fibras C sdo estimuladas secundariamente as fibras A, e somente se 0 estimulo nocivo
for persistente, uma vez ativadas as fibras C elas rapidamente se adaptam ao estimulo (TRACEY,
2017; WOLLER et al., 2017; SNEDDON, 2018). Acredita-se que as fibras Ad sinalizam a
chamada “primeira dor” devido a sua alta velocidade de conducdo (KOLTZENBURG; STUCKY;
LEWIN, 1997) enquanto as fibras C estdo envolvidas na sensa¢do de dor a longo prazo,
principalmente devido a sua lenta velocidade de conduc¢do (SNEDDON, 2018).

Os terminais nervosos dos nociceptores expressam canais idnicos controlados por ligantes
ou voltagem, que s&o as chaves moleculares na transdugdo dos estimulos nocivos. Na periferia, a
ativacdo de nociceptores nas terminacgdes das fibras Ad e C levara a modificagdes na membrana
que resultard no disparo de um potencial de acdo. Esse estimulo, uma vez transformado em
estimulo elétrico, sera transportado até o sistema nervoso central e interpretado no cortex como
dor (ROCHA et al., 2007). O sistema nervoso tem uma capacidade expressiva em propagar sinais,
cuja velocidade chega a milissegundos, dada essa caracteristica 0s receptores para dor estdo
devidamente posicionados para que sejam os primeiros estimulados por patégenos ou lesdes
teciduais (PINHO-RIBEIRO et al., 2016).

Em face das lesbes teciduais células sdo danificadas, ocorre extravasamento de plasma,
movimentacdo de células inflamatorias no local da lesdo levando a liberacdo de varios produtos

ativos, como aminas, citocinas, lipideos, peptideos transmissores que desempenham papeis
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essenciais no mecanismo de dor periférica (ROCHA et al., 2007; KIM; MOALEM-TAYLOR,
2011) (Figura 04). Vale ressaltar que o terminal aferente sensorial expressa receptores para
praticamente todas as substancias citadas e uma vez ativando esses receptores uma despolarizacdo
se desenvolvera, com aumento do célcio (DELMAS; HAO; RODAT-DESPOIX, 2011) e sodio

intracelulares e diminui¢&o dos ions cloreto e potassio nesse meio (LAl et al., 2002)

Figura 04 - Representagdo dos mecanismos basicos da dor: lesdo tecidual, liberacdo de
mediadores quimicos e transmissdo do estimulo doloroso.
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A informacéo nociceptiva é mediada pelo ganglio da raiz dorsal e transportada através dos
tratos da via ascendente, chegando em vérias areas do cérebro, como a formagao reticular, sistema
limbico, hipotalamo, ganglios da base, substancia cinza periaquidutal, cortex somotassensorial,
entre outros (KNIERIM, 2015) e nesse contexto, o cérebro pode exercer controle sobre a dor
descendente. A ativacdo de regies como mesencéfalo e areas medulares podem reduzir a
nocicepcao; a substancia cinza periaquidutal recebe informac6es de outras partes do cérebro e
pode assim exercer um efeito analgésico profundo; e a medula rostral ventromedial pode inibir a
informagdo nociceptiva e junto da substancia cinza periaquidutal podem influenciar a dor e a
nocicepcdo (SNEDDON, 2018).

Na sensibilizacdo central os aminoacidos excitatérios, como o glutamato e o aspartato,
ativam receptores especificos, seguido da producdo de segundos mensageiros como AMPCc,
proteinas PKA e PKC, fosfolipase A e C, promovendo a abertura de canais de calcio e producéo
de mediadores como prostaglandinas, NO, glutamato e substancia P, que contribuirdo para a
sensacdo dolorosa (JI et al., 2003; ROCHA et al., 2007).

O glutamato € um importante neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central
(LIAN et al., 2018) e pode ativar tanto receptores ionotropicos, como 0s receptores N-metil-D-
aspartato, alfa-amino-3-hidroxi-metilisoxazolepropionato (AMPA) e cainato, como também
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receptores metabotropicos que sdo acoplados pela proteina G (GOUDET et al., 2009). Os
receptores glutamatérgicos tém um importante papel na modulacdo da transmissdo da dor, tanto a
nivel central como periférico (ZHUO, 2017). Em situacdes de estresse ou quando a dor é
persistente, estudos demonstram que a quantidade de glutamato a nivel de coluna espinhal
permanece elevada (YAN et al., 2009; QUINTERO; CARDENAS; SUAREZ-ROCA, 2011)
levantando a importancia da modulagdo glutamatérgica, na efetividade na reducéo da dor

A dor interfere na capacidade produtiva do ser humano e pode afetar a sua qualidade de
vida de maneira transitéria ou permanente. A dor € uma manifestacao frequente de pacientes que
buscam solu¢Bes nas mais diversas estratégias terapéuticas. Varias classes de farmacos séo
utilizadas na terapia da dor, seja ela inflamatoria ou ndo (PEURA; GOLDKIND, 2005).

Dentre as estratégias farmacoldgicas para o tratamento da dor, visando minimizar as
sensacOes desagradaveis por ela provocadas, as principais classes de farmacos utilizadas sdo os
analgeésicos opiides, os anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINES), os corticosteroides e ainda, 0s
anticonvulsivantes e antidepressivos. O manejo farmacol6gico da dor traz por muitas vezes,
efeitos colaterais indesejaveis, problematica essa que desperta o interesse na descoberta de novas
drogas que possam vir a oferecer menos efeitos colaterais, incentivando assim o desenvolvimento
de novas pesquisas.

Apesar da alta prevaléncia dos distdrbios da dor e dos impactos na vida dos seus
portadores, poucos foram os avancos efetivamente traduzidos para o cenario clinico nas Gltimas
décadas (GREGORY et al., 2013). Frente a essa problemaética, os modelos animais de nocicepc¢édo

vem sendo cruciais na compreensao dos processos relacionados a dor.
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Abstract: Isopulegol (ISO) is an alcoholic monoterpene widely found in different plant species,
such as Melissa officinalis, and has already been reported to have a number of pharmacological
properties. Like other terpenes, ISO is a highly volatile compound that is slightly soluble in water,
s0 its inclusion into cyclodextrins (CDs) is an interesting approach to increase its solubility and
bioavailability. Thus, our aim was to evaluate the antiedematogenic and anti-inflammatory activity of
isopulegol and a B-cyclodextrin-isopulegol inclusion complex (ISO/B-CD) in rodent models. For the
anti-inflammatory activity evaluation, antiedematogenic plethysmometry and acute (peritonitis and
pleurisy), as well as chronic (cotton pellet-induced granuloma) anti-inflammatory models, were used.
The docking procedure is used to evaluate, analyze, and predict their binding mode of interaction
with H1 and Cox-2 receptors. The animals (n = 6) were divided into groups: I1SO and ISO/B-CD,
negative control (saline), and positive control (indomethacin and promethazine). ISO and ISO/B-CD
were able to reduce acute inflammatory activity by decreasing albumin extravasation, leukocyte
migration, and MPO concentration, and reducing exudate levels of IL-1$ and TNF-a. 1SO and
ISO/B-CD significantly inhibited edematogenic activity in carrageenan- and dextran-induced paw
edema. Moreover, both significantly reduced chronic inflammatory processes, given the lower
weight and protein concentration of granulomas in the foreign body granulomatous inflammation
model. The results suggest that the inclusion of ISO in -cyclodextrins improves its pharmacological
properties, with the histamine and prostaglandin pathways as probable mechanisms of inhibition,
and also reinforces the anti-inflammatory profile of this terpene.

Keywords: terpenes; antiedematogenic effect; interleukin; tumor necrosis factor

1. Introduction

Functional foods contain ingredients that can be used for disease prevention, health promotion,
and reductions of symptoms of inflammatory processes. These inflammatory processes are non-specific
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biological immune responses of vascular tissues that occur in response to tissue damage and various
types of aggressive agents, such as pathogens, irritants, and cells with functional changes [1].
Inflammation is characterized by a series of vascular, cellular, and biochemical changes following the
activation of cellular and plasma components, as well as the immune system, aiming to eliminate the
aggressor and restore the integrity of the tissue [2,3]. The inflammatory response is subdivided into
an acute and chronic phase, where the acute phase is short-lived, characterized by fluid and plasma
element extravasation, and the migration of neutrophils into the injured tissue, induced by the release
of inflammatory mediators such as TNF«, IL-1, PGE, and PAF [4]. The chronic phase occurs by the
continuation of the inflammatory process, resulting in progressive changes in the cell types present at
the site of the inflammatory reaction, structural changes in tissues, tissue destruction, and repair [5].

The effectiveness of anti-inflammatory drugs is assessed directly through changes in the levels
of pro- and anti-inflammatory mediators, and also their ability to alter the activation state of cells
involved in the inflammatory process [6,7]. The currently available anti-inflammatory drugs act
by different mechanisms of action and include two main classes, glucocorticoids, and non-steroidal
anti-inflammatory drugs. Glucocorticoids inhibit the synthesis of interleukins and bioactive lipids,
decrease cell-mediated immunity, and leukocyte activity and number [8,9], whereas non-steroidal
anti-inflammatory drugs inhibit the cyclooxygenase enzymes COX-1 and COX-2 [10-12]. However,
long-term anti-inflammatory therapy produces a series of unwanted side effects, which has led to
many studies being undertaken to try to discover new drugs that do not have this problem [6].

Cyclodextrins (CDs) are widely used in scientific research and in the pharmaceutical industry to
increase the stability and solubility of drugs, and provide greater bioavailability and pharmacological
effect [13,14]. CDs belong to the macrocyclic oligosaccharide family and form inclusion complexes
with a wide variety of substances, changing their properties after complexation. Cyclodextrins are
formed from the action of CD glycosyltransferase enzymes on starch, with the most important natural
CDs being «, 3, and y [15]. Among the naturally occurring CDs, B-cyclodextrin (3-CD) is the one
most commonly used for complexing drugs [14,16-19] and natural products [19-22], with the aim of
potentiating their pharmacological effects through increasing their stability and solubility, and making
them into promising alternative treatment options.

In terms of natural products, monoterpenes belonging to the terpene class, are a chemical group
widely found in essential oils obtained from medicinal plants [23]. The monoterpene isopulegol (ISO)
is found in different plant species, with several pharmacological properties being reported in the
literature such as antihyperlipidemic activity [24], possible anxiolytic property [25], gastroprotective [26],
analgesic [27], anticancer [28], antidiabetic [29] and an anticonvulsant activity [30] and even as a
flavoring agent [31]. According to Lambe, Cadby, and Gibney [32] isopulegol is one of the flavoring
substances present in several classes of food and drinks [31,33].

Thus, it was hypothesized that the inclusion of isopulegol in p-cyclodextrin would improve its
pharmacological properties, making it a potential anti-inflammatory pharmacological prototype [34].
The objective of the present study was to evaluate the antiedematogenic and anti-inflammatory activity
of isopulegol and its B-cyclodextrin (3-CD) inclusion complex in animal models.

2. Materials and Methods

The compounds used in the experiments were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA), while xylazine and ketamine were acquired from Ceva Santé Animale, BR. All substances were
prepared immediately before administrations by oral, intraperitoneal, intraplantar or intrapleural
routes, according to the animals’ weight (0.1 mI/10 g of body mass) and specific protocols. Isopulegol
and its B-cyclodextrin complex (slurry complexation, H;O: 12.465 + 0.71%; surface oil: 0.86%; total
o0il: 59.62%; ISOP complex: 58. 76% and complexation ratio: 1:68.3%) were provided by Dr. Lucindo
Quintans of the Federal University of Sergipe [34].
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2.1. Animals

Male and female Swiss mice (Mus musculus) weighing between 20-30 g, were obtained from
the Animal Containment Unit of the Regional University of Cariri (Unidade de Contengao Animal,
Universidade Regional do Cariri-URCA). The animals were housed with food and water ad libitum
(Labina, Purina, Brazil) in a temperature-controlled room at 22 to 24 °C, on a 12 h light/dark cycle.
Prior to the experiments, the animals were kept in the Laboratory of Pharmacology and Molecular
Chemistry (Laboratério de Farmacologia e Quimica Molecular) of the URCA for a period of 24 h for
acclimatization. The study was performed according to recommendations of the Brazilian National
Council for the Control of Animal Experimentation (CONCEA) and the protocols were approved by
the Experimentation Committee on the Use of Animals of the Regional University of Cariri (Comissao
de Experimentacao no Uso de Animais da Universidade Regional do Cariri; CEUA N° 120/2018-GR).

2.2. Determination of Acute Non-Clinical Toxicity of ISO and ISO/-CD

Evaluation of the acute non-clinical toxicity was carried out according to the OECD [35], with some
modifications and the table by Malone and Robichaud [36].

2.3. Evaluation of the Antiedematogenic and Anti-Inflammatory Activities

Evaluation of the anti-inflammatory activity of ISO and its inclusion complex (ISO/B-CD) was
performed using paw edema models (induced by different agents): carrageenan-induced peritonitis,
with vascular permeability assessments using albumin; pleurisy and the measurement of cytokines
IL1-f and TNF-w; and the evaluation of chronic inflammation using the cotton pellet-induced granuloma
model. The animals (1 = 6) were divided into groups: ISO (1, 5 and 10 mg/kg), ISO/-CD (1, 5 and
10 mg/kg) and a negative control. The histamine/prostaglandin E2 paw edema, peritonitis, pleurisy,
and granuloma tests were performed with the most effective I1SO and ISO/B-CD doses, this being
the 10 mg/kg dose for both. The isopulegol and its inclusion complex doses were chosen based on
previously published results in the literature [27].

2.4. Evaluation of ISO and ISOJB-CD Antiedematogenic Activity

Paw edema induced by intraplantar carrageenan/dextran administration [37,38]. Paw edema
evaluation was performed according to Lapa et al. [39]. Paw edema induced by intraplantar histamine
administration [40]. For the evaluation of the histamine-induced inflammatory processes, the protocol
according to Maling et al. [40] was used. Paw edema induced by intraplantar prostaglandin E2
administration. Paw edema evaluation was performed according to Kawahara et al [41].

2.5, Edema Measurement

The plethysmometry method was used to evaluate paw edema models induced by phlogistic
agents according to Winter, Risley and Nuss [37].

2.6. Molecular Docking

Docking simulations were procedure Vina® docking read by Chimera package. The most favorable
pose, that show lowest binding free energy, aligned with binding pocket with RMSD not more than 1.0
A was selected to analyze the interaction types using Discovery Studio 3.1 visualizer [42].

2.7. Evaluation of the Anti-Inflammatory Activity of ISO and ISO/-CD

2.7.1. Peritonitis

The carrageenan-induced peritonitis model was used to evaluate the effect of isopulegol and its
inclusion complex on leukocyte recruitment according to Lapa et al. [39,43].
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2.7.2. Evaluation of Leukocyte Function and Migration, and Protein Extravasation

To evaluate protein extravasation, albumin concentrations were determined using a Labtest kit,
based on the bromocresol green method which has specificity for albumin and whose absorbance is
proportional to the concentration of proteins in the analyzed sample [44,45].

2.7.3. Carrageenan Induced Pleurisy

The leukocyte migration was induced through the injection of carrageenan to obtain the pleural
lavage according to Oliveira et al. [46].

2.8. Cytokine Measurement!

The concentrations of TNF-« and IL-1$ were measured using enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) kits (Invitrogen®) according to the manufacturers’ instructions.

2.9. Granuloma Induced by the Implantation of Cotlon Pellets

The assessment of chronic anti-inflammatory activity was performed according to Lalitha and
Sethuraman [47] and total protein measurement was performed by combining the homogenate and
the reagent developed by Labtest according to the manufacturers’ instructions.

2.10. Statistical Analysis

The data were analyzed by one-way ANOVA followed by Tukey’s test or two-way ANOVA
followed by Tukey’s test using GraphPad Prism software (GraphPad, San Diego, CA, USA). Values
were expressed as the mean + standard error of the mean (SEM) and differences with p < 0.05 being
considered significant.

3. Results

The following results show the antiedematogenic and anti-inflammatory activities of ISO and
ISO/B-CD. Then, one of the most significant results showed in this paper is that lower doses of
isopulegol were shown to be effective when complexed with 3-CD.

3.1. Acule Non-Clinical Toxicity

Acute oral treatment with ISO and ISO/B-CD using a single oral dose of 2000 mg/kg and 5000 mg/kg
did not produce any clinical signs of toxicity or death in the animals within 14 days, demonstrating
a low oral toxicity. Therefore, doses <0.5% of the single 2000 mg/kg dose of ISO and ISO/B-CD (1,
5, and 10 mg/kg/v.0.) were used. Moreover, the study by Préspero et al., 2018, which evaluated the
antinociceptive activity of the monoterpene isopulegol using 0.78, 1.56, 3.12, 6.25, 12.5 and 25 mg/kg
doses contributed and guided the selection of the doses used in the present study.

3.2. Evaluation of the Antiedematogenic Activily of ISO and ISO/S-CD

3.2.1. Paw Edema Induced by the Intraplantar Injection of 1% Carrageenan

Carrageenan increased edema at all assessment times, with the edematogenic peak at around the
4th hour. Oral treatment with ISO significantly reduced the edema induced by carrageenan with the
doses of 5 and 10 mg/kg at all assessment times compared to the group that received only 0.9% saline,
while the 1 mg/kg ISO dose only failed to show edema inhibition in the second hour of observation.
I1SO significantly inhibited edema at the following doses and respective evaluation times: 10 mg/kg
(T1: 60%; T2: 67.74%; T3: 86.60%; T4: 84.96%); 5 mg/kg (T1: 54%; T2: 48.39%; T3: 56.70%; T4: 63.91%);
1 mg/kg (T1: 34%; T3: 43.30%; T4: 30.83%) (Figure S1-A).

Oral administration of ISO/B-CD at the doses of 5 and 10 mg/kg significantly reduced the edema
induced by carrageenan at all evaluation times, while the 1 mg/kg dose only showed significant edema



44

Foods 2020, 9, 630 50f16

inhibition at the 3- and 4-h observation times. ISO/B-CD significantly reduced edema at the following
doses and respective evaluation times: 10 mg/kg (T1: 50%; T2: 59.68%; T3: 69.07%; T4: 81.20%);
5 mg/kg (T1: 36%; T2: 30.65%; T3: 45.36%; T4: 52.63%); 1 mg/kg (T3: 30.93%; T4: 30.83%) (Figure S1-B).

It is noteworthy that the 5and 10 mg/kg doses of ISO and ISO/f-CD showed the highest percentage
of edema inhibition at the 4th hour of evaluation. Moreover, ISO/B-CD did not show a significant
difference when compared to ISO at the same dose in this model, demonstrating efficacy at almost all
observation times and presenting a dose-dependent effect.

3.2.2. Paw Edema Induced by the Intraplantar Injection of 1% Dextran

The intraplantar injection of 1% dextran significantly increased edema, with an edematogenic
peak being reached at the 2nd hour and declining in the subsequent hours. Oral administration of
ISO at a dose of 10 mg/kg reduced edema at all assessment times, when compared to the saline group,
with the following percentages: T1: 71.43%; T2: 85.11%; T3: 79%; T4: 75% (Figure S2-A).

1SO/B-CD at a dose of 10 mg/kg, similarly to SO at the same dose, reduced edema at all observation
times with the following percentages: T1: 85.71%; T2: 82.98%; T3: 75%; T4: 82.14%. The 5 and 1 mg/kg
doses also presented edema inhibition at the 2nd hour of evaluation by 10.64% and 8.51%, respectively
(Figure 52-B).

3.2.3. Paw Edema Induced by the Intraplantar Injection of 1% Histamine and Prostaglandin E2

Histamine-induced edema increased significantly in the group receiving 0.9% saline, with an
edematogenic peak at about 60 min after histamine administration and demonstrating a slight decline
in the following hours. Promethazine (6 mg/kg/v.0.), an antihistamine used as a positive control,
significantly reduced edema, when compared to the control group, demonstrating efficacy at all time
intervals (T30: 78%; T60: 75%; T90: 64%; T120: 78%; T180: 88%) (Figure S3).

Treatment with ISO and ISO/B-CD at the dose of 10 mg/kg significantly reduced edema when
compared to the saline group, with significance at all assessment times: [SO (T30: 89%; T60: 86%; T90:
79%; T120: 81%; T180: 92%) and ISO/B-CD (T30: 93%; T60: 96%; T90: 82%; T120: 85%; T180: 88%)
(Figure S3).

In the paw edema model resulting from PGE2 administration, treatment with ISO and ISO/3-CD at
the dose of 10 mg/kg significantly reduced edema when compared to the control group at all evaluation
times: 1SO (T15: 80%; T30: 87%; T45: 78%; T60: 80%) and ISO/B-CD (T15: 90%; T30: 94%; T45: 84%,;
T60: 84%) (Figure S4).

3.3. Investigation of Isopulegol-Mediated COX-2 and H1 Inhibition in Silico

The in silico docking procedure demonstrated that the root-mean-square deviations (RMSD)
between the co-crystalized structure of doxepin or diclofenac and the redocked structure of ligands were
0.87 A and 0.32 A, respectively. This result shows a convergence in the calculated complexes formation
and attesting the performance of the docking protocol. The best binding energy of isopulegol showed
the same score energies of —6.4 kcal/mol to the H1 and COX-2 binding site, whereas, the docked ligands
showed score energies of —8.6 kcal/mol to diclofenac and —11.5 kcal/mol for doxepin. The interaction
analysis of different ligands shows hydrophobic and polar interactions in the COX-2 enzyme and H1
receptor binding sites, indicating a favorable interaction with both proteins. The best conformation of
isopulegol, as well as of their respective ligands diclofenac and doxepin are shown in Figure 1.
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A)

Figure 1. The binding poses the best stability of isopulegol (orange) and diclofenac (pink) in
cyclooxygenase 2 (COX-2) binding site enzyme (A) and isopulegol (magenta) and doxepin (green) in
binding site of H1 receptor (B).

Docking experiments show the same favorable position for both receptors, being stabilized close
to the active site by hydrophobic interactions. In the COX-2 binding site, similar cavities, with residues
of VAL492, TYR354, TRP356, MET491, PHE350, LEU353, ALA496, TYR317 that form hydrophobic
interactions, were observed with co-crystalized diclofenac and the non-polar part of isopulegol. There
was a predominance of van der Waals, Alkyl and 7-Alkyl connections in the stabilizations of the
interactions. In addition, eleven similar interaction points with hydrophobic and hydrophilic cavities
were found when the docked structures of isopulegol and diclofenac were compared. However,
diclofenac had relatively better docking energy, in part, generated by hydrogen bonds.

In the H1 receptor binding site, isopulegol showed potential Van der Waals interactions with
ASP107, SER111, THR 112, TRP158, ASN198 (Figure 2). However, other interactions such as alkyl and
mi-alkyl contributed to the stabilization of the interaction, as well as to the formation of the lipophilic

pocket in the binding site. The GPCR family aminergic receptors are structurally similar to the HIR.

The co-crystalized doxepin in the H1 receptor shows that ASP107 is a strictly conserved residue with an
important interaction. However, other interactions have been reported to be essential for the binding of
HIR antagonists such as doxepin in the hydrophobic pocket with residues including ILLE115, PHE424,
TRP428, PHE432, TRP158, and ASN198. As can be seen in Figure 2, twelve similar interaction points
with hydrophobic and hydrophilic cavities were found when the docked structures of isopulegol and
doxepin were compared.
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Figure 2. Maps of amino acid residues within binding pocket: (A,C) isopulegol, (B) Diclofenac;
Doxepin (D).

Therefore, isopulegol shows favorable docking with the COX-2 enzyme and H1 receptor and,
based on the similarities in anchor points, indicates that isopulegol may occupy the active site in both
targets, corroborating our experimental data from the in vivo models.

3.4. Evaluation of the Anti-Inflammatory Activity of ISO and 1SOf-CD

3.4.1. Peritonitis: Total Leukocytes, Protein Extravasation and Myeloperoxidase Measurement

The intraperitoneal administration of 1% carrageenan is a chemical stimulus capable of inducing
the release of inflammatory mediators and of altering vascular permeability, causing protein
extravasation from the plasma into the interstitial fluid, as well as intense leukocyte migration
to the peritoneal cavity [39]. Initially, carrageenan-induced leukocyte migration was evaluated after
4 h of its administration. Figure S5 shows the inhibitory effect of ISO and ISO/B-CD (10 mg/kg) on
leukocyte migration (p < 0.0001), as well as that of indomethacin, a non-steroidal anti-inflammatory,
which significantly inhibited (p < 0.0001) leukocyte recruitment to the peritoneal cavity. No leukocytes
were detected in the naive group, which received neither treatment nor induction.

In terms of protein extravasation, ISO and ISO/B-CD (10 mg/kg) promoted a significant reduction
(p < 0.0001) in the quantity of albumin present in the peritoneal lavage, when compared to the group
that received saline solution (Figure 56). Indomethacin, the standard drug, significantly reduced
albumin extravasation (p < 0.0001). After 4 h of carrageenan administration into the animals’ peritoneal
cavity, a significant reduction in myeloperoxidase (MPO) enzyme levels, an important marker of
neutrophil infiltration, occurred in the groups treated with ISO and ISO/B-CD (10 mg/kg) compared
to the group that received only saline solution (p < 0.001). Animals treated with indomethacin also
showed a significant reduction in MPO activity (p < 0.001) (Figure 57).

3.4.2. Pleurisy

As shown in Figure S8, injection of carrageenan into the pleural cavity of mice increased leukocyte
migration as expected. Treatment with ISO 10 mg/kg, both pure and complexed, significantly reduced
leukocyte migration relative to the saline group (p < 0.001).

In Figure 3, as expected, in mice subjected to carrageenan-induced pleurisy the levels of the
pro-inflammatory cytokines TNF-a and T1.-1§ increased in animals treated with 1SO or ISO/p-CD
(10 mg/kg), T.-1P levels in the pleural lavage significantly decreased in relation to the saline group
(7 <0.05and p < 0.01, respectively), as did the TNF-« concentration (p < 0.001).
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Figure 3. Effect of isopulegol (ISO) and p-cyclodextrin-ISO inclusion complex ISO/B-CD) (10 mg/kg/v.0.)
on the inflammatory cytokines IL-1$ (A) and TNF-a (B) in the pleural lavage of the animals submitted
to the carrageenan-induced pleurisy. (al-p<0.05; a2-p <0.01; a3-p <0.001; vs. saline).

Effect of ISO e ISO/B-CD (10 mg/kg/v.0.) on the inflammatory cytokines IL-1$ (A) and TNF-a (B)
in the pleural lavage of the animals submitted to the carrageenan-induced pleurisy. (S: control/saline).
Data expressed as mean + SEM of 6 animals. Statistical analysis: One-way ANOVA followed by Tickey's
test with multiple comparisons. (al p < 0.05; a2 p < 0.01; a3 p < 0.001; a4 p < 0.0001 vs. saline).

3.4.3. Effect of ISO and ISO/CD on Cotton Pellet-Induced Granulomas

The cotton pellet-induced granuloma model was used to assess the activity of ISO and ISO/B-CD
in chronic inflammation [48]. Treatment with ISO and 1SO/B-CD (10 mg/kg) significantly reduced
the dry weight of cotton pellets (Figure 59-A) and total proteins (Figure 59-B) when compared to the
group that received only saline solution, with a statistically significant correlation with the amount
of granulomatous tissue, indicating that both compounds played an inhibitory role in this chronic
inflammation model.

4. Discussion

Isopulegol, in addition to being used in the production of fragrances, has long been used as a food
flavoring, being approved by the FDA (Food and Drug Administration) and the Council of Europe (1974)
as an artificial flavoring substance without danger to public health. Research by the Food Chemicals
Codex (1972) shows the average lethal dose (1.Dsg) of isopulegol orally in rats is 1.03 + 0.10 mI. [49].
As demonstrated previously, the literature data was showed that isopolegol present several biological
activity as anticancer [28], anticonvulsant activity [30], antinociceptive [27], gastroprotective effect [26],
antidiabetic [29], however, there is little information about anti-inflammatory and antiedematogenic
potential. In fact, the formation of inclusion complexes containing -CD and monoterpenes has
been a successful and growing approach for researchers working with essential oils and their major
compounds [18].

The phlogistic agent carrageenan, a polysaccharide obtained from seaweed, and a pro-
inflammatory agent widely used in well-documented models of inflammation, was used in the
evaluation of the antiedematogenic activity of ISO and ISO/B-CD [50]. The inflammatory process
induced by carrageenan is a complex event that involves the release of chemical mediators and cell
migration into the tissues involved [37,51]. Edema development following intraplantar administration
of carrageenan is a biphasic event involving mediators such as histamine, serotonin, bradykinin,
and substance P in the initial phase (0-1 h). In the later phase (after 1 h), edema is maintained by
the production of large amounts of prostaglandins and various cytokines such as IL-1§3, IL-6, IL-10,
and TNF-« [38,52].

The results showed the ISO and ISO/B-CD had an important anti-inflammatory effect at all
tested doses by reducing the carrageenan-induced edema with a possible reduction in the release of
inflammatory mediators. Quintans et al., (2013) found similar results in their study carried out with
another monoterpene, p-cymene (PC) and its beta cyclodextrin inclusion complex (PC/CD), where both
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PC and PC/CD were able to markedly inhibit carrageenan-induced edema when administered orally,
with the complex producing a faster and more effective response [53].

Paw edema induced by dextran administration is a model characterized by an increase in vascular
permeability, kinin activation and mast cell degranulation with histamine and serotonin release,
resulting in edema with a small quantity of neutrophils and proteins [38,54]. Once released, histamine
and serotonin quickly act on blood vessels, triggering vasodilation with a consequent increase in blood
flow to the injured site [38,54].

In studies by Silva et al. [55] and Silva et al [56], both with carvacrol, a phenolic monoterpene,
reduced dextran-induced paw edema by 46% when compared to the negative control group. In other
monoterpene antiedematogenic activity evaluations, 1,8-cineole (10.3; 20.6; 41.3; and 82.6 mg/kg/v.0.)
reduced dextran-induced paw edema at all tested doses [57]. In the present study, the ISO and
the ISO/B-CD, both at a dose of 10 mg/kg, inhibited dextran-induced edema at all evaluation times,
demonstrating antiedematogenic activity against the edema caused by dextran, this being possibly the
result of reduced histamine release or action on its receptors.

Since inflammation is characterized by a series of events that include increased vascular
permeability, leukocyte migration, and connective tissue proliferation, edema is one of the first
signs of the inflammatory process. Histamine is a potent vasoactive mediator, whose release following
mast cell activation can induce vasodilation and increase vascular permeability. Once histamine is
released, production of and increased levels of prostaglandins and neuropeptides follow, leading to
hyperalgesia and other pro-inflammatory events [58,59]. The study by Martins et al. [57] evaluating the
monoterpenel 8-cineole in histamine-induced paw edema also showed an important antiedematogenic
activity of this monoterpene, which inhibited edema by 65.95%, showing action at all evaluation times.

Prostaglandin E2 (PGE2) is considered to be a key pro-inflammatory mediator in the inflammatory
process, being found at high levels in inflammatory exudates and when administered directly into tissue,
and is capable of inducing a series of classic signs of inflammation [60]. PGE2 is an abundant metabolic
product that plays an important role in the genesis of hyperalgesia, pyrexia, and vascular permeability,
being an important pharmacological target in inflammatory disorders [61]. The antiedematogenic effect
of ISO and ISO/B-CD (10 mg/kg) on the histamine and PGE2 pathway corroborates the antiedematogenic
action observed in the paw edema models induced by carrageenan and dextran, which involves the
participation of vasoactive amines and prostaglandins, revealing a potential action over acute phase
inflammatory signs.

The binding site of the COX-2 enzyme contains two important regions of interaction formed
by Tyr324, Trp356, Phe487, Phe350, Ala496, Tyr317, and Leu321 that confer a special hydrophobic
characteristic in pocket and a hydrogen bond pocket formed by Ser-499 and Tyr-354 [62]. The Alkyl and
Alkyl-pi stacking interactions work as “anchors”, favoring van der Waals interactions and contributing
to the formation of a stable bond in the COX-2/isopulegol complex. Our results demonstrated a
complementarity between the ligands and the active site of COX-2 at the same interactions, with the
surrounding protein residues containing NAID-naproxen showing the hydrophobic interactions with
Ala-527, Val-349, Gly-526, Trp-387, Tyr-385, and Leu-352 [63]. Previous studies with other terpene
derivatives demonstrated that these compounds interacted similarly, although no involvement of
hydrogen bonds was shown [64,65].

According to Shimamura et al. [66], taking part in the formation of the lipophilic pocket and
hydrogen bond is crucial for the antagonist activity in the binding cavity of the H1 receptor. This study
showed that doxepin sits deep in the ligand-binding pocket and directly interacts with TRP428
and ASP107, residues which have been reported to be essential for the binding of HIR antagonists.
The tricyclic ring of doxepin that anchored in the hydrophobic pocket comprised side chains of helices
111, V, and VI. Therefore, isopulegol shows favorable docking in both the target COX-2 enzyme and H1
receptor and, these results, corroborate the experimental data from the in vivo models.

Amid the biochemical changes triggered during the inflammatory process, changes in albumin
levels are the most notable, with its reduced hepatic synthesis. The decrease in serum albumin levels is
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also associated with increased capillary permeability, one of the events in the inflammatory response,
which results in albumin escaping into the extravascular space [67,68]. Inflammation induced by
carrageenan involves a series of events such as leukocyte migration, plasma leakage, and the production
of a variety of mediators such as cytokines, prostaglandin E2 and nitric oxide [69]. During leukocyte
migration, neutrophils are the most numerous leukocytes and MPO, an enzyme stored in neutrophil
granules, plays an important role as a marker of the degree of inflammation in different tissues [70].

In this study, ISO and ISO/B-CD (10 mg/kg) promoted a significant reduction in all inflammatory
events induced by carrageenan. These data suggest that ISO and ISO/B-CD (10 mg/kg) can attenuate
vascular events, such as vascular permeability and leukocyte migration, with a consequent reduction in
MPO activity. Other monoterpenes such as bisabolol, citral, thymol and hydroxydihydrocarvone also
present considerable anti-inflammatory activity, reducing vascular permeability, leukocyte migration,
and myeloperoxidase activity during carrageenan-induced peritonitis [71-74].

Pleurisy is one of the classical experimental models for assessing acute anti-inflammatory activity
and involves the release of a series of chemical mediators such as vasoactive amines, cytokines and
prostaglandins [75,76]. The administration of carrageenan promotes a significant increase in cytokine
levels, such as TNF-a and IL-1f, in the pleural exudate and propagates the inflammatory process
systematically [4,77]. TNF-cc and IL-1p are responsible for several characteristics of the inflammatory
reaction, such as increased body temperature, neutrophil accumulation at the injury site, induction of
vascular adhesion molecules and stimulation of acute phase protein synthesis [78-80]. Additionally,
these two cytokines positively regulate the expression of cyclooxygenase 2 (COX-2) and consequently
the production of prostaglandins, which are relevant in the inflammatory response [81].

Given TNF-a and IL-1B are fundamental cytokines in the inflammatory reaction,
the anti-inflammatory effect of ISO and ISO/B-CD may be associated with the inhibition of cytokine
release, corroborating the results presented in this study, where isopulegol and its complex (both at a
dose of 10 mg/kg) inhibited the main characteristics of the inflammatory response.

In the chronic anti-inflammatory activity assessment, the cotton pellet-induced granuloma model
is an important indicator of the proliferative stages of inflammation, which involves the proliferation
of macrophages, neutrophils, and fibroblasts, these being fundamental elements for the formation of a
granuloma [82-84]. During granuloma development, macrophages play a central role in the formation,
maintenance and progression of a granuloma at different stages of a disease [85], with the release of
inflammatory and immunomodulatory cytokines resulting from macrophage activity [86].

In this same model of chronic inflammation, the monoterpene 1,8-cineole reduced both the mass
of the pellets and the total protein quantity [57], similarly to ISO and ISO/-CD, suggesting a possible
macrophage activity and fibroblast inhibition, corroborating the results from the present study, where
a significant inhibition of vascular and cellular alterations such as vasodilation, vascular permeability,
and cellular infiltration occurred.

Several studies indicate that the interaction between drugs and cyclodextrins alter the
pharmacokinetic properties of a drug’s active principle when complexed, altering characteristics
such as solubility, stability, bioavailability, and dissolution, with beta-cyclodextrins (3-CD) being the
most commonly used cyclodextrins in the drug complexation processes [87]. Da Silva Pires et al. [88],
demonstrated that tenoxicam has a better dissolution profile when complexed with 3-CD, resulting
in a final product with greater chemical stability and better bioavailability, also reducing the adverse
effects of tenoxicam.

In this study, isopulegol and its 3-CD complex showed significant results against acute and chronic
inflammatory models, attenuating the main responses of the inflammatory process. When compared,
the results obtained by ISO and ISO/B-CD groups (10 mg/kg) did not differ statistically from each
other, both showing relevant anti-inflammatory activity. However, the results obtained with I1SO/p-CD
(10 mg/kg) become significant, since the complexation process involves much smaller quantities of
isopulegol [34], these being up to 12 times smaller in the complexed dose (10 mg/kg). Moreover,
the upgrading of anti-inflammatory and modulator of pro-inflammatory cytokines profiles produced by



50

Foods 2020, 9, 630 1 of 16

terpenes after inclusion with CDs has been strongly described in the literature, which are corroborated
by our data.

5. Conclusions

Together, our results demonstrated that ISO and ISO/B-CD possess antiedematogenic and
anti-inflammatory activities in the animal models assessed, producing a more detailed profile of the
possible benefits of this alcoholic monoterpene. Moreover, the complexation with 3-CD proved to
be beneficial and brought advantages that need to be highlighted, particularly as there is much less
active compound in the complex compared to the pure compound, although the results are similar.
The molecular docking studies indicated that the ISO mechanism of action involves the histamine and
eicosanoid pathways. Thus, ISO and ISO/f-CD have shown promising anti-inflammatory properties
and may be highly effective in the treatment of inflammatory disorders (acute or chronic) that cause
pain. The study also provided further evidence of the possible benefits of CDs in optimizing the
already appreciable pharmacological properties of terpenes.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2304-8158/9/5/630/s1,
Figure S1: Effect of ISO and ISO/B-CD (1, 5 and 10 mg/kg/v.0.) on paw edema induced by intraplantar injection of
1% carrageenan in mice; Figure S2: Effect of ISO and ISO/B-CD (1, 5 and 10 mg/kg/v.0.) on paw edema induced by
intraplantar injection of 1% dextran in mice; Figure S3: Effect of ISO and ISO/3-CD (1, 5 and 10 mg/kg/v.0.) on
paw edema induced by intraplantar injection of 1% histamine in mice; Figure $4: Effect of 1SO and 1SO/B-CD (1, 5
and 10 mg/kg/v.0.) on paw edema induced by intraplantar injection of prostaglandin E2 in mice; Figure S5: Effect
of ISO and ISO/B-CD (10 mg/kg/v.0.) on leukocyte migration in 1% carrageenan-induced peritonitis; Figure S6:
Effect of ISO and ISO/f-CD (10 mg/kg/v.0.) on protein extravasation in 1% carrageenan-induced peritonitis; Figure
§7: Effect of ISO and ISO/B-CD (10 mg/kg/v.0.) on MPO activity in 1% carrageenan-induced peritonitis; Figure S8:
Effect of 1ISO and 1SO/B-CD (10 mg/kg/v.0.) in the leukocytes migration in mice submitted to carrageenan-induced
pleurisy; Figure §9: Effect of ISO and ISO/B-CD (10 mg/kg/v.0.) on granuloma formation.
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RESUMO

O isopulegol é um composto terpénico comumente presente em Oleos essenciais de varias
plantas aromaticas e pode apresentar varias atividades farmacoldgicas importantes. Este estudo
teve por objetivo avaliar o efeito antinociceptivo do monoterpeno isopulegol (ISO) e seu
complexo de inclusdo em B-ciclodextrinas (ISO/CD), bem como investigar as vias de sinalizagédo
envolvidas na resposta antinociceptiva. Foram avaliados os efeitos do I1SO e ISO/CD sobre o
sistema nervoso central (SNC) por meio dos ensaios de campo aberto e rota rod e o efeito
antinociceptivo em modelos de formalina, contor¢bes abdominais por acido acético, placa quente
e hipernocicepcdo mecanica plantar. Camundongos machos e fémeas (Mus musculus), pesando
entre 20-30 g foram divididos em grupos de 6 animais. A administracdo oral de isopulegol e de
seu complexo mostraram efeito antinociceptivo significativos nas doses de 1, 5 e 10 mg/kg para
ensaio de formalina e para o de contor¢Ges abdominais, com destaque para a dose de 10 mg/kg
do ISO e ISO/CD em ambos os ensaios. Desta forma, a dose de 10 mg/kg foi selecionada para
avaliacdo dos efeitos sobre SNC, efeito antinociceptivo central e periférico e avaliacdo das vias
de sinalizagdo envolvida no potencial analgésico. O ISO e o ISO/CD, ambos na dose de 10
mg/kg v.0., ndo apresentaram alteracdes sobre os parametros avaliados do SNC e os resultados
sugeriram haver acdo antinociceptiva aguda nos testes de formalina, contor¢cdes abdominais,
placa quente e hipernocicep¢do mecanica plantar, propondo o envolvimento das vias de

sinalizacdo opioide, canais de potassio, colinérgica, oxido nitrico, via monofosfato ciclico de
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guanosina, vaniloide e glutamatérgica. Os resultados sugerem que o 1ISO e 0 ISO/CD apresentam
um potencial antinociceptivo promissor, como possivel alternativa para o tratamento
farmacologico da dor, demonstrando que a inclusdo do ISO em ciclodextrinas aperfeicoa as suas
propriedades farmacoldgicas, uma vez que o processo de complexagdo envolve quantidades bem
inferiores do composto o que contribui para melhor biodisponibilidade e menor probabilidade do

desenvolvimento de efeitos colaterais.

Palavras-chave: isopulegol; nocicepgéo; ciclodextrinas.

1 INTRODUCAO

A dor se apresenta como uma resposta adaptativa essencial para a manutencdo da
integridade do organismo frente a estimulos que gerem danos teciduais reais ou potenciais
(PINHO-RIBEIRO et al., 2016). E uma experiéncia complexa que envolve componentes
sensadrio-discriminativos, afetivo-motivacionais e cognitivo-emocionais, processada por uma
complexa rede neural, abrangendo diversos mecanismos (CAO et al., 2014). Embora dor e
nocicepc¢ao sejam considerados termos distintos, a dor ndo pode acontecer sem a nocicep¢do, um
processo que envolve a deteccdo de estimulos que possam vir a ser prejudiciais, com
consequente comportamento reflexo imediato e defensivo (SNEDDON, 2018). Logo, a
nocicepcao é um mecanismo sensorial critico para a sobrevivéncia animal, permitindo a detec¢do
de estimulos prejudiciais e prevencdo de danos teciduais (TRACEY, 2017). Entretanto, a dor €
sinal cognitivo que interfere na capacidade produtiva do ser humano afetando a sua qualidade de
vida de maneira transitéria ou permanente, sendo uma manifestacdo clinica frequente,
consequéncia de diversos processos patoldgicos (PEURA; GOLDKIND, 2005). Os principais
desafios no gerenciamento das condigdes dolorosas agudas e crénicas surgem como resultado do
desconhecimento e da ndo compreenséo dos mecanismos da dor (MENDONCA et al., 2010) e
dos efeitos colaterais decorrentes do tratamento terapéutico.

Li et al.,, (2009) afirmam que historicamente, a maioria dos novos medicamentos
disponiveis no mercado tem sido gerada a partir de produtos naturais ou compostos derivados de
produtos naturais. Apesar de um numero substancial de medicamentos analgésicos estar
disponivel para o tratamento da dor, a busca por novas drogas como alternativas terapéuticas
continua (AMARAL et al., 2007), j& que, 0 manejo farmacoldgico da dor traz por muitas vezes
efeitos colaterais indesejveis e potencial de tolerancia e dependéncia farmacoldgica.

Considerando o seu baixo custo e facil disponibilidade, os produtos naturais podem ser

utilizados na sintese de drogas mais seletivas (GONCALVES et al., 2008) incluindo novos
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agentes analgésicos. Os terpenos sdo considerados uma das maiores classes de metabolitos
secundarios (PERVEEN; AL-TAWEEL, 2018) cuja funcbes variam desde termoprotecdo e
aromatizante, sendo também utilizados por suas propriedades medicinais (YANG et al., 2012).
Dentre os terpenos, 0s monoterpenos constituem um grupo com Varias atividades biologicas
(QUINTANS et al., 2019), sendo compostos relevantes devido as suas atividades
farmacoldgicas, como antioxidantes, anti-inflamatorios, antitumorais, cardioprotetores,
neuroprotetores, entre outros (JAKARIA et al., 2018).

Dentre 0s monoterpenos oxigenados, o isopulegol (p-Menth-8-en-3-ol, CioH;30) é
composto comumente presente em Oleos essenciais de varias plantas aromaticas e pode
apresentar varias atividades farmacoldgicas importantes como a atividade protetora sobre células
beta pancreaticas e estimulo a secrecdo de insulina em ratos diabéticos (KALAIVANI,
SANKARANARAYANAN, 2019), potencial agente anticancerigeno contra carcinoma de
pulmdo (VELU, 2020), atividade gastroprotetora (SILVA et al., 2009), anti-inflamatéria e
antiedematogénica (RAMOS et al., 2020) e ac&o antinociceptiva (PROSPERO et al., 2018).

Uma importante limitacdo na aplicacdo dos monoterpenos, entre eles o isopulegol, como
potenciais terapéuticos esta na sua volatilidade, meia-vida curta devido processos oxidativos e
baixa solubilidade em sistemas aquosos (CHEN, Y. et al., 2015; HAMOUDI et al., 2012) que
dificultam sua aplicacdo terapéutica. Neste sentido, varias abordagens fisicoguimicas e
farmacotécnicas visam aprimorar suas propriedades farmacoldgicas, incluindo sistemas de
incorporagdo que tenham por finalidade reduzir sua perca por volatilidade, aumentar a
solubilidade desses compostos em agua e consequentemente sua biodisponibilidade (MENEZES
et al., 2012; MOURTZINOS et al.,, 2008; SERAFINI et al., 2010). Desta forma, a
biodisponibilidade oral de substancias com caracteristicas fisico-quimicas semelhantes as do
isopulegol, podem ser modificadas a partir do uso de formulagfes nanoestruturadas como
nanoparticulas (VENTURINI et al., 2011), microparticulas (RASSU et al., 2015) e complexacéao
em ciclodextrinas (MENEZES et al., 2013; PINHO et al., 2014) aperfeicoando a solubilidade,
dissolucdo e taxas de biodisponibilidade de substancias com potencial terapéutico pouco soluveis
em agua (ABDOH et al., 2007; AL-MARZOUQI et al., 2008).

O objetivo do presente estudo foi avaliar, de forma comparativa, a atividade
antinociceptiva do isopulegol e seu complexo de inclusdéo em B-ciclodextrina (B-CD) em
modelos animais, bem como investigar as possiveis de sinalizacdo envolvidas na resposta

antinociceptiva.
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2 MATERIAIS E METODOS

Os compostos utilizadoss nos experimentos foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). Todas as substancias foram preparadas imediatamente antes das
administracdes por via oral, intraperitoneal, intraplantar e subcuténea, de acordo com o peso dos
animais (0,1 mL/10 g de massa corporal) e protocolos especificos. Isopulegol e seu complexo
em pB-ciclodextrina (complexagdo de pasta, H20: 12,465 + 0,71%; 6leo de superficie: 0,86%;
Oleo total: 59,62%; complexo ISOP: 58,76% e razdo de complexacdo: 1: 68,3%) foram
fornecidos por Dr. Lucindo Quintans da Universidade Federal de Sergipe — UFS (PASSOS
MENEZES DOS et al., 2016).

2.1 Animais

Camundongos Swiss machos e fémeas (Mus musculus) pesando entre 20-30 g, foram
obtidos na Unidade de Contencdo de Animais da Universidade Regional do Cariri. Os animais
foram alojados com racdo e &gua ad libitum (Labina, Purina, Brasil) em sala com temperatura
controlada de 22 a 24°C, em ciclo claro/escuro de 12 h. Previamente aos experimentos, 0S
animais foram mantidos no Laboratorio de Farmacologia e Quimica Molecular (LFQM) da
Universidade Regional do Cariri — URCA - por um periodo de 24 h para aclimatacdo. O estudo
foi realizado de acordo com as recomendagdes do Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA) e os protocolos foram aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Regional do Cariri (CEUA N° 120/2018-GR).

2.2 Ensaios

Para avaliacdo do efeito antinociceptivo foram realizados os seguintes protocolos: teste
de formalina 2,5%, contor¢des abdominais induzidas por acido acético 0,6%, placa quente e teste
de hiperalgesia mecénica plantar. Os animais foram divididos em grupos (n = 6) com tratamento
com solucéo salina 0,9% (0,1 mL/10 g/ v.0.), ISO e ISO/CD (1, 5 e 10 mg/kg v.0.) no teste de
triagem de formalina e contor¢des abdominais. Para os demais ensaios e avaliagdo das vias de
sinalizacdo da dor foi utilizada a menor dose efetiva de 1SO e ISO/CD - 10 mg/kg - definida nos
protocolos anteriores de triagem. Para a avaliagdo da sinalizacdo da dor envolvida na resposta
antinociceptiva foram investigadas as vias opioide, canais K'atp, colinérgica, adrenérgica a2,
6xido nitrico, adenosinérgica, dopaminérgica, vaniloide, glutamatérgica e monofosfato ciclico de

guanosina.
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2.3 Efeito do I1SO e ISO/CD no Sistema Nervoso Central (SNC)

A avaliacdo da influéncia do 1SO e ISO/CD no sistema nervoso central foi realizada
apenas com a menor dose efetiva de 10 mg/kg utilizando os ensaios de campo aberto e Rota
Rod.

2.3.1 Campo aberto

Camundongos Swiss (n = 6) foram tratados como segue: soluc¢éo salina 0,9% (0,1mL/10
g), ISO e ISO/CD (10 mg/kg). Apds 1 h (v.0) os animais foram colocados individualmente em
campo aberto por um periodo de 5 min, onde foram registrados seus comportamentos de
exploracdo horizontal (nUmero de travessias), comportamento de autolimpeza (“gromming”) e
exploragao vertical (“rearing”) (ARCHER, 1973).

2.3.2 Rota-rod

Camundongos Swiss (n = 6) foram selecionados e pré-treinados com até 3 sessbes (1
min) 24h antes do tratamento. Os animais selecionados foram divididos em grupos e tratados
respectivamente com solucao salina 0,9% (0,1mL/10 g), ISO e ISO/CD (10 mg/kg) onde apos 1
h (v.0.) os animais foram colocados no aparelho rota-rod por 1 min (16 rpm) e o nimero de
quedas foi registrado (DUNHAM, 1957).

2.4 Triagem do efeito antinociceptivo

2.4.1 Teste da formalina (2.5%)

Camundongos Swiss (n = 6) foram tratados com solucéo salina 0,9% (0,1mL/10 g), ISSO
e ISO/CD (1, 5 e 10 mg/kg). Apds 1 h (v.0.), os animais foram injetados com 20 uL de formalina
(2,5%) na pata direita traseira (espaco subplantar) e colocados individualmente logo em seguida
sob um funil de vidro invertido, préximo a um espelho para facilitar a observacdo. O tempo foi
registrado (segundos), em que o animal lambeu, continuou lambendo ou mordendo a pata
injetada ("linking time") durante a primeira fase, atribuido a fase neurogénica (0-5 min.) e
segunda fase caracterizada como inflamatoria (15-30 min) (TJOLSEN et al., 1992).

2.4.2 ContorcGes abdominais induzidas por acido aceético (0,6%)

Camundongos Swiss (n = 6) foram tratados com solugéo salina 0,9% (0,1mL/10 g), ISO e
ISO/CD (1, 5 e 10 mg/kg). Apds 1 h (v.0.) dos tratamentos, 0s animais receberam acido acético
glacial PA (0,6%/0,1 mL/10 g i.p.) diluido em &gua para inje¢do. Apos a administracdo de acido
acético, os animais foram colocados sob funis de vidro transparentes individuais por 30 min e o
numero de contor¢bes abdominais foi quantificado cumulativamente e caracterizado pela
contracdo e rotacdo do abddmen, seguida pela extensdo de uma ou ambas as patas traseiras
(STEVENSON; BILSKY; NEGUS, 2006).
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2.5 Avaliacéo da acdo antinociceptiva central e periferica do 1SO e ISO/CD
2.5.1 Placa Quente

Camundongos Swiss (n = 6) foram colocados individualmente em uma placa quente (52—
54C + 0,5C) e apds a obtencdo de dois valores basais 24 h e 30 min antes do teste, 0s
camundongos foram tratados (v.0.) de acordo com os grupos: solucdo salina 0,9% (0,1mL/10 g),
ISO e ISO/CD (10 mg/kg). Em seguida, a resposta foi avaliada apds 30, 60, 120 e 180 min apés
a administragdo do tratamento com o tempo maximo de contato do animal com a placa quente
sendo mantido em 15 s (tempo de corte basal) e 30 s (tempo de corte-teste) para evitar lesdes nas
patas. A resposta nociceptiva foi caracterizada por agitacdo das patas traseiras, lamber ou
levantar a pata ou pulos na placa (JACOB; RAMABADRAN, 1978). Para comparar os efeitos
ao longo do tempo, a porcentagem de cada grupo foi calculada usando o efeito médio observado

em todos 0s momentos.

2.5.2 Teste de hiperalgesia mecénica plantar

Camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 3 grupos tratados com solucdo salina
0,9% (0,1mL/10 g), ISO e ISO/CD (10 mg/kg). Ap6s 60 min (v.0.) dos tratamentos, todos 0s
animais foram injetados com 20 puL de CFA (2,5%) na pata traseira direita. Os animais foram
colocados individualmente em caixas de vidro sobre superficie elevada e cobertas com tela de
arame. Os estimulos foram aplicados com o filamento do anestesidmetro VVon Frey na superficie
plantar injetada. O aparelho registra a forca em gramas suficiente para retirar a pata em contato
com o filamento (VRINTEN; HAMERS, 2003). Foram consideradas respostas positivas aquelas
em que o animal realizou movimentos de retirada, seguidos de estremecimento ap0ds estimulagédo
mecanica. Todos os testes foram realizados ap6s a obtencdo de duas medidas basais (com
intervalo de 24 h) (MARTINOV et al., 2013). Apos a injecdo de CFA, cada animal foi avaliado
em 1, 2, 3, 4 e 24 h. Os resultados foram expressos como a media da diferenca entre o valor
basal e ap6s a injecdo de CFA (A), nos periodos de tempo citados (OLIVEIRA et al., 2015;
YOWTAK et al., 2011).

2.6 Vias de sinalizagcdo da dor envolvidas na resposta antinociceptiva 1ISO e 1ISO/CD (opidide,
canais de potéssio, colinérgico, a2 adrenérgico, Oxido nitrico, adenosinérgico, dopaminérgico,
vaniloide, glutamatérgico e monofosfato ciclico de guanosina)
2.6.1 Participagéo do sistema opioide

Camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 8 grupos, de modo que 0s primeiros 4
grupos foram tratados com solucdo salina 0,9% (0,1 mL/10 g), agonista opioide morfina (5
mg/kg s.c.), ISO e ISO/CD (10 mg/kg) respectivamente, enquanto os 4 grupos restantes

receberam naloxona - antagonista opidide (4 mg/kg i.p.) 15 min antes do tratamento. Apos 1 h
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(v.0.) ou 30 min (s.c.) dos tratamentos, os animais foram avaliados com o teste de nocicepcao
induzida por formalina a 2,5% (0-5 min.) (STEVENSON; BILSKY; NEGUS, 2006).

2.6.2 Participacio dos canais K atp

Camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 6 grupos para a avaliacdo da
participacio dos canais K*'atp N0 efeito antinociceptivo dos compostos, onde 4 grupos foram
tratados com solugdo salina 0,9% (0,1 mL/10 g), glibenclamida (um bloqueador de canais K*atp)
ISO e ISO/CD (10 mg/kg). Outros 2 grupos foram previamente tratados com glibenclamida (3
mg/kg, i.p.) e ap6s 30 min receberam o I1SO ou ISO/CD (10 mg/kg). A resposta nociceptiva foi
avaliada ap6s 1 h (v.0.) ou 30 min (i.p.) dos tratamentos, através do teste de nocicepcao induzida
por formalina a 2,5% (0-5 min) (BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002).

2.6.3 Participacdo da via L-arginina/Oxido nitrico/cGMP

Camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 8 grupos, onde 0s primeiros 4 grupos
foram tratados com solugdo salina 0,9% (0,1 mL/10 g), L-NOARG (inibidor de éxido nitrico
sintase-NOS; 75 mg/kg, i.p.), ISO e ISO/CD (10 mg/kg), enquanto os outros 4 grupos foram pré-
tratados com L-Arginina (substrato da NOS 600 mg/kg i.p.), 15 min antes do tratamento com
ISO ou ISO/CD. Em seguida, 1 h (v.0.) ou 30 min (i.p.) apds o tratamento, os animais foram
avaliados através do teste de nocicepcdo induzida por formalina a 2,5% (0-5 min)
(SCHMIDTKO; TEGEDER; GEISSLINGER, 2009).

2.6.4 Participacdo da via do monofosfato ciclico de guanosina

Para verificar o envolvimento do monofosfato ciclico de guanosina na antinocicepcao
causada pelos compostos em estudo, os animais foram pré-tratados com o azul de metileno (20
mg/kg, i.p.), um inibidor de guanilato ciclase, 15 min antes da administragcéo do ISO e ISO/CD
(10 mg/kg). Além disso, outros grupos foram tratados apenas com 1SO ou ISO/CD (10 mg/kg)
ou azul de metileno (20 mg/kg, i.p.). A resposta nociceptiva foi avaliada ap6s 1 h (v.0.) ou 15
min (i.p.) dos tratamentos, através da injecdo intraplantar de 20 pL de solug¢do de formalina e

quantificado o tempo de lambedura da pata (0-5 min) (BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002).

2.6.5 Participacgéo do sistema colinérgico

Camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 8 grupos, onde 0s 4 primeiros grupos
foram tratados com solucdo salina 0,9% (0,1 mL/10 g), acetilcolina (agonista colinérgico 1
mg/kg i.p.), ISO ou ISO/CD (10 mg/kg), enquanto os outros 4 grupos foram pré-tratados com

atropina (antagonista colinérgico ndo seletivo 1 mg/kg i.p.) 15 min antes do tratamento com ISO
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ou ISO/CD. Em seguida, 1 h (v.0.) ou 30 min (i.p.) apés o tratamento, os animais foram
avaliados em relacdo ao teste de formalina a 2,5% (0-5 min) (SCHECHTMANN et al., 2008).

2.6.6 Participacao do receptor a-2 adrenérgico

Camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 8 grupos, onde 0s 4 primeiros grupos
foram tratados com solucéao salina 0,9% (0,1 mL/10 g v.0.), clonidina (a-2 agonista 0,1 mg/kg
i.p.), 1ISO e ISO/CD (10 mg/kg), enquanto os outros 4 grupos receberam ioimbina (antagonista o-
2 - 0,15 mg/kg i.p.) 15 min antes do tratamento com I1SO ou ISO/CD. Em seguida, 1 h (v.0.) ou
30 min (i.p.) apds o tratamento os animais foram avaliados em relacdo ao teste de formalina a
2,5% (0-5 min) (SANTOS et al., 2005).

2.6.7 Participacédo do sistema vanildide

Camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 4 grupos que foram tratados com
solucdo salina 0,9% (0,1 mL/10 g), vermelho de ruténio (antagonista TRP ndo seletivo 3 mg/kg
i.p.) (TOMINAGA et al., 1998), ISO e ISO/CD (10 mg/kg). Entdo, 1 h (v.0.) ou 30 min (i.p.)
apds o tratamento os animais foram analisados por 5 min em relacéo a nocicepcao induzida pela
injecdo intraplantar de 20 pl de capsaicina (agonista do receptor TRPV1) a 5,2 nmol/pata
(MANTOVANI et al., 2006) onde o tempo (segundos) em que o animal passou lambendo a pata

foi considerado como sugestivo de dor.

2.6.8 Participacdo do sistema dopaminérgico

Camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 6 grupos: os primeiros 4 grupos foram
tratados com solucdo salina 0,9% (0,1 mL/10 g), haloperidol (antagonista ndo seletivo do
receptor de dopamina 2 mg/kg i.p.), 1ISO e ISO/CD (10 mg / kg), enquanto os outros 2 grupos
foram pré-tratados com haloperidol 15 min antes do tratamento com 1SO ou ISO/CD. Em
seguida, 1 h (v.0.) ou 30 min (i.p.) apos o tratamento os animais foram avaliados em relagéo ao
teste de formalina a 2,5% (0-5 min) (FINAN; SMITH, 2013).

2.6.9 Participacdo do sistema adenosinérgico

Camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 6 grupos: os primeiros 4 grupos foram
tratados com solucdo salina 0,9% (0,1 mL/10 g), cafeina (10 mg/kg i.p.), ISO e ISO/CD (10
mg/kg), enquanto os outros 2 grupos foram pré-tratados com cafeina 15 min antes do tratamento
com ISO ou ISO/CD. Em seguida, 1 h (v.0.) ou 30 min (i.p.) apds o tratamento o0s animais foram
avaliados em relagdo ao teste de formalina a 2,5% (0-5 min) (FERRE et al., 2007).
2.6.10 Participagdo do sistema glutamatérgico
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Camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 4 grupos tratados com solucéo salina
0,9% (0,1 mL/10 g), &cido ascorbico (antagonista do receptor NMDA 100 mg/kg i.p.), ISO e
ISO/CD (10 mg/kg). Entdo, 1 h (v.0.) ou 30 min (i.p.) apds o tratamento os animais foram
analisados por 15 min em relacdo a nocicep¢do induzida pela injecdo intraplantar de 20 pl de
glutamato tamponado a 20 umoL/pata, onde o tempo (segundos) que o animal passou lambendo
a pata foi considerado um parametro sugestivo de dor (ZERAATI; ARAGHCHIAN; FARJOO,
2014).

2.7 Expressdo dos dados e analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (E. P. M),
avaliados pela anélise de variancia (ANOVA) de uma via e ou de duas vias, utilizando os testes
de multipla comparagdo de Tukey, sendo os célculos realizados a partir do software estatistico
GraphPad Prism (versdo 6.0), de acordo com os valores obtidos nos testes. Para todas as

analises foi considerado significativo p<0,05.

3 RESULTADOS

3.1 Triagem do efeito antinociceptivo
3.1.1 Teste da formalina (2,5%)

Na primeira fase (fase neurogénica: 0-5 min) o ISO (10, 5 e 1 mg/kg) reduziu
significativamente o tempo de lambida da pata injetada com formalina em 38,5, 48,1 e 30,3%
respectivamente quando comparado ao grupo solucdo salina, enquanto o ISO/CD (10, 5e 1
mg/kg) reduziu em 53,5, 51,2 e 27,9% respectivamente o tempo de lambedura da pata (Figura
01A). Na segunda fase (fase inflamatoria: 15-30 min), apenas as doses de 10 e 5 mg/kg de ISO
demonstraram uma reducdo significativa no tempo de lambida da pata em 60,9 e 26,2%,
enquanto o ISO/CD, também nas doses de 10 e 5 mg/kg, reduziu esse tempo em 70,7 e 44,3%
respectivamente (Figura 01B) ambos quando comparados ao grupo salina. Embora os resultados
entre os grupos tratados com ISO e ISO/CD néo difiram entre si, o grupo ISO/CD apresenta
caracteristicas farmacoldgicas aperfeicoadas pelas ciclodextrinas, jA& que o processo de

complexacéo envolve quantidades bem menores do composto puro complexado.
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Figura 01 — Efeito do ISO e ISO/CD (10, 5 e 1 mg/kg/v.0.) no teste de formalina
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Efeito do 1SO e ISO/CD (10, 5 e 1 mg/kg/v.0.) no teste de formalina. (A) Primeira fase (0-5 min) e (B) Segunda
fase (15-30 min). Valores representam a média + S.E.M. (n=6/grupo). Andlise estatistica: ANOVA seguido pelo
teste de Tukey com multiplas comparagdes (a1p<0.05; a2p <0.01; a3p <0.001; a4p <0.0001 vs. grupo salina).

3.1.2 ContorcBes abdominais por &cido acético

As doses de ISO e ISO/CD (10, 5 e 1 mg/kg) reduziram significativamente o nimero de
contorgBes abdominais em 83,8, 18,3 e 11,1% respectivamente para ISO e 75,5, 16,2 e 11,2%
para ISO/CD respectivamente quando comparado ao grupo salina (Figura 02).

Figura 02 — Efeito do 1SO e ISO/CD (10, 5 e 1 mg/kg/v.0.) no teste de contor¢des abdominais
por acido acético.
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Efeito do 1SO e ISO/CD (10, 5 e 1 mg/kg/v.0.) no teste de contorcdes abdominais por 4cido acético. Valores
representam a média + S.E.M. (n=6/grupo). Andlise estatistica: ANOVA seguido pelo teste de Tukey com multiplas
comparag0es (alp<0.05; a2p <0.01; a3p <0.001; a4p <0.0001 vs. grupo salina).

3.2 Avaliagéo da acéo antinociceptiva central e periférica do 1SO e ISO/CD
Para avaliagdo do mecanismo central e periférico, e possivel via envolvida na acdo

antinociceptiva utilizamos apenas a dose mais efetiva de ISO e ISO/CD - 10mg / kg.
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3.2.1 Placa Quente

O tratamento com 1SO (10 mg/kg) aumentou o tempo de permanéncia da placa em
71,21%, enquanto o ISO/CD (10 mg/kg) aumentou o tempo de permanéncia em 71,61% quando
comparado ao grupo salina no intervalo de tempo de 30 a 180 minutos (Figura 03).

Figura 03 — Efeito do 1ISO e 1ISO/CD (10 mg/kg/v.0.) no tempo de permanéncia na placa quente
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Efeito do ISO e ISO/CD (10 mg/kg/v.0.) no tempo de permanéncia na placa quente. Valores representam a média +
S.E.M. (n=6/grupo). Andlise estatistica: ANOVA seguido pelo teste de Tukey com multiplas comparacGes
(a1p<0.05; a2p <0.01; a3p <0.001; a4p <0.0001 vs. grupo salina).

3.2.2 Teste de hipernocicep¢do mecanica por pressao - Von Frey

O tratamento com ISO e ISO/CD na dose de 10 mg/kg, apresentaram efeitos
antinociceptivos significativos no teste de hipernocicep¢do mecanica plantar, ambos a partir da
segunda hora de avaliacdo do teste, aumentando o tempo de resposta do animal a pressdo. Pode-
se observar que 0 ISO e 0 ISO/CD aumentaram o tempo de laténcia da pata do animal em 63,84

e 51,75% respectivamente quando comparados ao grupo salina (Figura 04A e 04B).

Figura 04 — Efeito do ISO e ISO/CD (10 mg/kg/v.0.) sobre a hipernocicep¢do mecanica plantar
analisada por aparelho de VVon Frey
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Efeito do 1SO e ISO/CD (10 mg/kg/v.0.) no teste de hipernocicepcdo mecénica plantar. (A) Efeito ISO e 1ISO/CD
(10 mg/kg/v.0.) em funcdo dos tempos de avaliagdo; (B) Resultados do 1SO e ISO/CD (10 mg/kg/v.0.) em funcéo
do efeito. Valores representam a média £ S.E.M. (n=6/grupo). Andlise estatistica: ANOVA seguido pelo teste de
Tukey com multiplas comparacfes (al1p<0.05; a2p <0.01; a3p <0.001; a4p <0.0001 vs. grupo salina).
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3.3 Efeito do ISO e ISO/CD no Sistema Nervoso Central (SNC)

O tratamento oral com I1SO e ISO/CD (10 mg/kg) néo alterou 0 nimero de cruzamentos
com percentuais de 90 e 92,4% respectivamente (Figura 05A). Com relagdo ao comportamento
de autolimpeza (“gromming”) os percentuais observados foram 86,6 e 91,8% (Figura 05B), e em
relacdo ao comportamento exploratorio vertical (“rearing”) foram 89% e 91,8% (Figura 05C)
respectivamente, quando comparado ao grupo solucéo salina.

O tratamento oral com ISO e ISO/CD (10 mg/kg) ndo apresentou diferengas
significativas quanto ao numero de quedas quando comparado ao grupo solugdo salina (Figura
05D). Entdo, esses resultados demonstram que o ISO e ISO/CD (10 mg/kg) ndo apresentam

efeito depressor sobre 0 SNC ou reducéo do reflexo da resposta motora.

Figura 05 - Efeito do ISO e ISO/CD (10 mg/kg/v.0.) no teste de campo aberto (A, B e C) e no
teste de rota rod (D)
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Efeito do ISO e ISO/CD (10 mg/kg/v.0.) no (A) nimero de cruzamentos (B), autolimpeza ou “gromming” e (C)
exploracdo vertical ou “rearing” no teste do campo aberto; (D) Teste do Rota Rod. Anélise estatistica: ANOVA
seguido pelo teste de Tukey com mdaltiplas comparacdes (alp<0.05; a2p <0.01; a3p <0.001; a4p <0.0001 vs. grupo

salina).
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3.4 Vias de sinalizagcdo de dor envolvidas na resposta antinociceptiva do 1SO e ISO/CD
(opioide, canais de potassio (K*atp), colinérgico, a2-adrenérgico, 6xido nitrico, adenosinérgico,
dopaminérgico, vanildide, glutamatérgico e monofosfato ciclico de guanosina)

Os resultados demonstraram ndo haver envolvimento do receptor o2-adrenérgico, das
vias adenosinérgica e dopaminérgica no mecanismo de antinocicep¢do do isopulegol e seu
complexo de inclusdo. Ao avaliar a relacdo com 0s receptores o2-adrenérgicos, 0 pré-tratamento
com um antagonista a2 — a ioimbina — 15 min antes da administragéo de clonidina (um agonista
a2), ISO e ISO/CD (10 mg/kg) néo reverteu a atividade antinociceptiva dos grupos. Clonidina,
ISO e ISO/CD (10 mg/kg) apresentaram uma reducdo significativa no tempo de lambedura da
pata em 91,7, 62,6 e 60% respectivamente quando comparado ao grupo salina (Figura 06A).

A ativacdo dos receptores adenosinérgicos leva a uma diminuicdo da estimulacdo
dolorosa e quando avaliado o seu envolvimento no mecanismo de acdo dos compostos, 0
tratamento com 1SO e ISO/CD (10 mg/kg) reduziu de forma significativa o tempo de lambedura
da pata injetada com formalina em 76,6 e 62,9% respectivamente, quando comparado ao grupo
salina. Entretanto o pré-tratamento com cafeina (um antagonista ndo especifico dos receptores de
adenosina) ndo reverteu a atividade antinociceptiva do ISO e ISO/CD (Figura 06B), descartando
o0 envolvimento dos receptores adenosinérgicos.

A via dopaminérgica tem um importante papel na supressao da dor através da ativacdo
dos receptores para dopamina e quando investigamos o envolvimento do sistema dopaminérgico
na figura 06C, o tratamento com 1SO e ISO/CD (10 mg/kg) reduziu expressivamente o tempo de
lambedura da pata apds administracdo intraplantar de formalina, quando comparado ao grupo
salina em 67,7 e 68,2% respectivamente. Todavia, o haloperidol, um antagonista dos receptores
de dopamina, ndo reverteu a atividade antinociceptiva do 1SO e ISO/CD o que nos leva descartar

que a acdo antinociceptiva dessas duas substancias envolve o sistema dopaminérgico.
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Figura 06 — Avaliacdo do efeito antinociceptivo do I1SO e do ISO/CD (10 mg/kg/v.0.) na
nocicepcdo de pata induzida por formalina em camundongos. Envolvimento do sistema: A) a2-
adrenérgico; B) adenosinérgico; C) dopaminérgico
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Valores representam a média £ S.E.M. (n=6/grupo). Analise estatistica; ANOVA seguido pelo teste de Tukey com
maltiplas comparagdes (alp<0.05; a2p <0.01; a3p <0.001; ad4p <0.0001 quando comparado ao grupo saling;
b1p<0.05; b2p <0.01; b3p <0.001; b4p <0.0001 quando comparado o antagonista + agonista vs agonista).

O isopulegol demonstrou ser capaz de promover a modulagdo da agdo antinociceptiva
tanto a nivel central como periférico com o envolvimento das vias opioide, participacdo de
canais de potassio, colinérgica, via dos vaniloides, 0xido nitrico, via do monofosfato ciclico de
guanosina e glutamatérgica.

No sistema opioide a ativagdo dos receptores opioides resulta em acdo analgésica
importante e com relagdo ao envolvimento dessa via, 0 tratamento com morfina (agonista
opioide), ISO e ISO/CD (10 mg/kg) reduziram significativamente o tempo de lambedura da pata
administrada com formalina em 97,6, 68,8 e 75,5% respectivamente quando comparado ao
grupo salina (Figura 07A). Quando os grupos ISO e ISO/CD receberam pré-tratamento com

naloxona (antagonista opioide), ocorreu uma reversdo do efeito antinociceptivo do ISO e do
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ISO/CD, sugerindo assim que a atividade antinociceptiva de ambas as substancias podem
envolver a via de sinalizacdo opioide.

A ativacdo dos canais de K'atp pode estar envolvida no mecanismo de agdo de outras
vias aqui apresentadas, fazendo-se necesséria a investigagdo da participacdo desses canais na
atividade analgésica das substancias avaliadas. Para averiguar a participacdo dos canais de
K*atp, O tratamento com ISO e ISO/CD (10 mg/kg) reduziu significativamente o tempo de
lambedura da pata administrada com formalina em 55 e 51,7% respectivamente quando
comparado ao grupo salina (Figura 07B). Quando os grupos ISO e ISO/CD receberam pré-
tratamento com glibenclamida (um antagonista dos canais de potassio), ocorreu uma reversdo do
efeito antinociceptivo do ISO e do ISO/CD, sugerindo assim que a atividade antinociceptiva de
ambas as substancias podem envolver os canais K* atp.

No sistema colinérgico, importante via antinociceptiva avaliada, o pré-tratamento com
atropina (um antagonista muscarinico ndo-seletivo) antes da administracdo de acetilcolina (um
agonista colinérgico), ISO e ISO/CD (10 mg/kg) reverteu a acdo antinociceptiva dos grupos
tratados. A acetilcolina, 1SO e ISO/CD (10 mg/kg) apresentaram uma reducdo significativa no
tempo de lambedura da pata induzida com formalina em 70, 55,1 e 60% respectivamente quando
comparado ao grupo salina. Os dados apresentados na figura 07C sugerem que o isopulegol e
seu complexo de inclusdo podem funcionar como agonistas de receptores muscarinicos visto que
a sua atividade antinociceptiva pode ser revertida pela atropina.

No que diz respeito a via dos vaniloides, o tratamento com o I1SO e ISO/CD (10 mg/kg), e
vermelho de ruténio (um antagonista dos receptores de potencial transitério — TRP nao seletivo)
reduziu significativamente o tempo de lambedura da pata administrada com capsaicina em
48,75, 34,57 e 100% respectivamente quando comparado ao grupo salina (Figura 07D), o que
justifica possivelmente que a acdo antinociceptiva do ISO e o ISO/CD pode envolver a
participacdo do sistema vanildide.

O o6xido nitrico (NO) é um importante mediador da resposta inflamatoria e a inibicdo da
Oxido nitrico sintase indutiva (iNOS) reduz a formacdo de NO e consequentemente o estimulo
doloroso de forma indireta, ao reduzir o processo inflamatorio. Na investigacdo da participacédo
da via L-arginina/Oxido Nitrico/GMPc (Figura 07E), o pré-tratamento com L-arginina (substrato
da 6xido nitrico sintase - NOS) 15 min antes do L-NOARG (inibidor da NOS) reverteu o efeito
antinociceptivo do L-NOARG, o0 que também pode ser visto nos grupos que receberam a
associagdo da L-arginina com o ISO e o ISO/CD (10 mg/kg). O L-NOARG, ISO e ISO/CD
reduziram o tempo de lambedura da pata injetada com formalina em 66,2, 65,9 e 68,4%
respectivamente, quando comparados com o grupo salina. Sugere-se que o efeito antinociceptivo

do ISO e ISO/CD envolve a via L-arginina/Oxido Nitrico/GMPc, uma vez que o I1SO e o
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ISO/CD tiveram sua atividade analgésica revertida pela L-arginina.

Na figura O7F investigamos a participacdo da via do monofosfato ciclico de guanosina no
efeito antinociceptivo das substancias em avaliacdo. O grupo salina foi o Unico a apresentar um
elevado tempo de lambedura da pata enquanto o tratamento com ISO e ISO/CD (10 mg/kg) e
azul de metileno (inibidor da guanilato ciclase) reduziu significativamente o tempo de lambedura
da pata injetada com formalina em 64,5, 57,3, e 81,5% respectivamente, quando comparado ao
grupo salina. Na associac¢do do azul de metileno com 0 ISO e 0 ISO/CD o padréo antinociceptivo
desses compostos foi mantido quando comparados as administracdes sem associacao, indicando
a participacdo desta via no efeito antinociceptivo do ISO e ISO/CD e corroborando com 0s
resultados observados para via 6xido nitrico.

Por fim, o glutamato - neurotransmissor excitatorio de atividade nociceptiva - teve seu
envolvimento avaliado a partir do tratamento com 1SO e ISO/CD (10 mg/kg), e &cido ascorbico
(antagonista dos receptores NMDA - Acido N-Metil-D-Aspartico — ativados pelo glutamato) que
reduziram significativamente o tempo de lambedura da pata injetada com glutamato em 44,6, 48
e 82,1% respectivamente quando comparado ao grupo salina, comprovando assim um possivel
envolvimento do sistema glutamatérgico na resposta antinociceptiva dos compostos (Figura
07G).



73

Figura 07 - Avaliacdo do efeito antinociceptivo do I1SO e do ISO/CD (10 mg/kg/v.0.) na
nocicepcdo de pata induzida por diferentes agentes em camundongos. A) Envolvimento do
sistema opioide; B) Envolvimento da participacdo de canais de potéssio ATP dependente; C)
Envolvimento da via colinérgica; D) Envolvimento do sistema vaniloide; E) Envolvimento do
oOxido nitrico e F) Envolvimento da via do monofosfato ciclico de guanosina; G) Envolvimento
do sistema glutamatérgico
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Valores representam a média £ S.E.M. (n=6/grupo). Analise estatistica; ANOVA seguido pelo teste de Tukey com
maltiplas comparagdes (alp<0.05; a2p <0.01; a3p <0.001; ad4p <0.0001 quando comparado aoc grupo saling;
b1p<0.05; b2p <0.01; b3p <0.001; b4p <0.0001 quando comparado o antagonista + agonista vs agonista).

Diante da complexidade do processo doloroso, se faz evidente a necessidade de
compreensdo dos diferentes mecanismos envolvidos na fisiologia da dor, com mudltiplas vias de
sinalizacdo comunicando-se entre si e empregando uma diversidade de neurotransmissores e
outros mediadores, que estdo influenciando na resposta nociceptiva desde a transducdo até a

modulacdo da mesma, fornecendo potenciais alvos de intervencao farmacoldgica.

4 DISCUSSAO

O isopulegol, um monoterpeno pertencente a classe dos terpenoides, € um composto de
inimeras propriedades farmacoldgicas e de ocorréncia natural presente em frutas de varias
espécies vegetais como uva e menta (HUSSAIN et al., 2010), 6leos essenciais de varias plantas
aromaticas (SILVA et al., 2007) e altamente volatil e insolivel em &gua. A formacdo de um
complexo “host-guest”, utilizando como composto transportador as ciclodextrinas tem sido uma
estratégia para aumentar a solubilidade e biodisponibilidade de substéncias volateis e pouco
solGveis em agua como o isopulegol (CEBORSKA; SZWED; SUWINSKA, 2013; CRINI et al.,
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2018). Em um estudo recente Ramos e colaboradores (2020) demonstraram que o isopulegol e
seu complexo de inclusdo em B-ciclodextrinas apresentaram potencial anti-edematogénico e anti-
inflamatdrio promissores em modelos de doengas inflamatdrias agudas e cronicas.

Muitas drogas disponiveis no mercado apresentam problemas na sua solubilidade, baixa
taxa de biodisponibilidade, dissolucédo lenta e efeitos gastrointestinais que limitam sua utilizacéo
(YADAV et al., 2010). Nesse contexto, as ciclodextrinas tem sido largamente utilizadas para
tornar produtos naturais, como terpenos, 6leos essenciais e até mesmo medicamentos, mais
biodisponiveis aperfeicoando os perfis dessas substancias (LU et al, 2004;
QUINTANS- JUNIOR, 2013; RODRIGUES et al., 2017).

Nesse contexto, o presente estudo foi desenhado para avaliar o potencial antinociceptivo
do isopulegol e seu complexo de inclusdo em PB-ciclodextrinas em modelos animais, assim como
as possiveis vias de sinalizacdo envolvidas nesse processo. Drogas que atuam no sistema
nervoso podem mascarar a avaliacdo da expressao nociceptiva em modelos animais,
principalmente as drogas depressoras como ansioliticos, relaxantes musculares, drogas sedativo-
hipnoticas que modulam a via GABAérgica e que promovem uma diminui¢do na atividade
locomotora e estado de alerta que sdo sinais clinicos utilizados na avaliacdo do efeito
antinociceptivo das substancias (HOSSEN et al., 2013; KOLAWOLE; MAKINDE, 2007). Os
resultados para o tratamento com ISO e ISO/CD ndo demonstraram alteragdes comportamentais
no numero de cruzamentos, no comportamento de autolimpeza e exploracdo vertical na
avaliacdo no campo aberto (PRUT; BELZUNG, 2003), bem como altera¢cdes na coordenagéo
motora dos animais no ensaio de rota rod (SHIOTSUKI et al., 2010).

O teste da formalina mede a eficacia de agentes antinociceptivos com mecanismos de
acdo diferentes e em intervalos de tempo também diferentes, sendo dividido em duas fases: uma
aguda, precoce, também denominada neurogénica e outra tardia, a fase inflamatéria
(MAGALHAES et al., 2017). A primeira fase inicia-se apds a administracio de formalina (3-5
min) que estimula neurdnios aferentes primarios com participacdo de receptores TRPAL
(receptor de potencial transitério anquirina 1) expresso por um subconjunto de nociceptores de
fibra C, seguido por aumento do influxo de ions calcio estando também associada a liberagdo de
Oxido nitrico e substancia P (SP) (MCNAMARA et al., 2007). A segunda fase comecga 15-20
min apos a injecdo de formalina com liberagdo de varios mediadores inflamatérios como
histamina, serotonina e prostaglandinas (TJALSEN et al., 1992). De forma especifica, esses
mediadores podem despolarizar aferentes primarios por meio da abertura de canais de sodio,
porém na maioria dos casos eles atuam reduzindo o limiar de ativacdo das células nervosas
(GOODWIN; MCMAHON, 2021).

O tratamento com ISO e ISO/CD nas doses de 1, 5 e 10 mg/kg de ambas as substancias
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apresentou efeito antinociceptivo na primeira fase do teste, enquanto apenas as doses de 5 e 10
mg/kg do ISO e do ISO/CD apresentaram efeitos significativos na segunda fase quando
comparadas com o grupo salina, com destaque para a dose de 10 mg/kg das duas substancias,
capaz de reduzir a resposta nociceptiva em todo o tempo de avaliacdo. Estes resultados
corroboram com o0s ensaios mecanisticos que mostraram que I1SO e ISO/CD interferem na via
dos receptores TRPV. Prospero (2018) e colaboradores observaram que o ISO também foi capaz
reduzir o tempo de reacdo ao estimulo doloroso no teste de formalina corroborando com nossos
achados.

O teste de contor¢des abdominais induzida por &cido acético € utilizado para avaliar o
potencial analgésico por intermédio de efeitos sobre o sistema nervoso central e periférico
(COLLIER et al., 1968). Neste modelo, a administracdo intraperitoneal de acido acético provoca
a liberacdo de mediadores inflamatdérios como substancia P, bradicinina, prostaglandinas e
diversas citocinas (PINHEIRO et al., 2011) que promovem a reducdo do limiar de estimulo
nervoso alterando a conducdo das terminacGes nervosas aferentes nociceptivas. A conducao
nervosa periférica é regulada pela presenca de receptores opioides, glutamatérgicos e
serotoninérgicos. Em relagdo ao efeito antinociceptivo, o tratamento com 1SO e ISO/CD reduziu
significativamente o nimero de contor¢bes. Estudos tem demonstrado que receptores opioides
tipo GPCRs ativam canal de Katp através da via do 6xido nitrico (NO) — monofosfato guanosina
ciclica (cGMP) — proteina quinase G (PKG) (PRADHAN et al., 2012). Tais vias também entdo
envolvidas no efeito antinociceptivo do 1SO e do ISO/CD (10 mg/kg/v.0.) que foram afetadas,
demonstrando o envolvimento do sistema opioide, participacdo de canais de potassio ATP
dependente e envolvimento do sistema Oxido nitrico. Outros monoterpenos alcool, como o
geraniol e o linalol também apresentaram importante redu¢do no ndmero de contorgdes
abdominais induzidas por acido acético quando avaliados seus potenciais antinociceptivos
(ROCCA, LA etal., 2017; SOUTO-MAIOR et al., 2017).

No modelo da placa quente um estimulo térmico provoca ativagdo dos nociceptores
térmicos e polimodais tipo Ad-f formados por fibras A mielinizadas e fibras C amielinizadas
que sdo responsaveis pela dor acentuada e dor fraca em queimacédo respectivamente. Estimulos
de calor também influenciam os canais de cations do TRP tipo V1 que sdo ativados pela
capsaicina e temperaturas acima de 43°C, enquanto, deteccdo de sensagdes de calor nocivo
ocorre por meio de TRPV2 que apesar de ndo responder a capsaicina, € ativado por temperatura
igual ou superior a 52°C (NAZIROGLU; CIG, 2013; NAZIROGLU; BRAIDY, 2017). Desta
forma, a ativacdo do TRPA1 desempenha papel na dor aguda, mas tanto a acdo dos TRPV1 e
TRPV2 sdo necessarios ao desenvolvimento da hiperalgesia térmica por influenciar a modulacéo
descendente da dor, como o cortex e a amigdala (JULIUS; BASBAUM, 2001). Os resultados
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demonstram que o ISO e ISO/CD produziram reducdo significativa do comportamento de
nocicepcdo induzida pela capasaicina, entretanto, outras vias também estdo relacionadas com a
excitacdo deste nociceptor com a abertura dos canais de potassio no potencial de membrana em
repouso e a participacdo do glutamato, ambas vias afetadas pelo isopulegol. Estudos com o
citronelal, mirtenal e o p-cimeno descrevem a acdo antinociceptiva desses monoterpenos no
modelo da placa quente (BONJARDIM et al., 2012; DRAGOMANOVA et al., 2019; MELO et
al., 2010), com destaque para o complexo de inclusdo p-cimeno/pB-CD que produziu um efeito
analgésico duradouro e induziu um forte efeito analgésico quando comparado com o p-cimeno
(QUINTANS et al., 2013).

A hipernocicepcdo mecanica plantar foi avaliada pelo teste de Von Frey (SAKUMA et
al., 2013) ap6s administracdo do adjuvante completo de Freund (CFA), cuja estimulo provoca
sensibilizacdo de fibras sensoriais primarias a partir da liberacdo de mdaltiplos mediadores
inflamatdrios de acdo prolongada como citocinas pro-inflamatérias entre elas, fator de necrose
tumoral a (TNFa), interleucina-1B (IL-1pB) e interleucina (IL-6) (SALEEM et al., 2020) que
induzem a expressdo de receptores TRPV em quadros de hiperalgesia (NI et al., 2020) também
envolvidos na sensibilizagdo térmica. Os resultados demonstram que o ISO e o ISO/CD
apresentaram uma significativa eficacia antinociceptiva evidenciada no teste de hipernocicepcéo
mecanica com efeitos perdurando até 24h apds a administracdo do CFA. Em parte, este resultado
pode ser explicado devido acdo anti-inflamatoria do isopulegol e do seu complexo de inclusdo
em [-ciclodextrinas em reduzir a expressao das citocinas TNFa e IL-1p (RAMOS et al., 2020).
Conforme demonstrado, a ac¢do antinociceptiva do ISO e ISO/CD afeta vias de sinalizacdo
centrais e periféricas com envolvimento das vias opioide, canais de K'atp, via Oxido nitrico,
colinérgica, vaniloide, glutamatérgica e via do monofosfato ciclico de guanosina.

A analgesia promovida a partir da estimulagdo do sistema opioide pode ser associado a
receptores GPCR p-opiodes periféricos envolvendo a inibi¢do da adenilato ciclase que medeia a
via de acdo da morfina ao canal de K'atp através da via do 6xido nitrico (NO) — monofosfato
guanosina ciclica (cGMP) levando a hiperpolarizacdo neuronal (PRADHAN et al., 2012)
bloqueando a resposta nociceptiva. Opioides enddgenos medeiam os efeitos antinociceptivos
através da abertura de canais para K'atp, levando a repolarizagdo ou hiperpolarizagdo da
membrana, dificultando a propagacdo do estimulo nociceptivo (CUNHA et al., 2012). Na
avaliacdo da participacdo do sistema opioide, a associa¢do do antagonista de receptor opioide - a
naloxona - reverteu o efeito antinociceptivo do ISO e ISO/CD indicando a possivel participacéo
desse sistema no mecanismo de analgesia. Esse efeito também foi observado para o p-cimeno
que também apresentou o envolvimento da via opioide responsavel por inibicdo da via

descendente da dor, com incremento no numero de neurbnios da substancia cinzenta
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periaquidutal, regido do mesencéfalo envolvida na modulacdo da dor e ativada por agonistas
opioides (SANTANA et al., 2015). Os resultados mostraram que antinocicep¢do promovida pelo
ISO e ISO/CD ¢ revertida pela glibenclamida, um bloqueador de canais de K*a1p desta forma,
sugerindo que este efeito antinociceptivo afeta o sistema opioide via canais de K*atp. Resultados
similares também foram observados no estudo de Prospero (2018).

O oxido nitrico € um importante neurotransmissor envolvido no processo nociceptivo
central e periférico. A producdo de Oxido nitrico pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS)
(CURY et al., 2011) no SNC requer o influxo de Ca®* decorrente da ativacdo dos receptores
NMDA (acido N-metil-d-aspartico) pelo glutamato e perifericamente relacionado as citocinas
como TNFa, IL-1B e interleucina-10 (IL-10), sugerindo um ciclo de feedback entre NO e
citocinas na geragdo de hipersensibilidade (SHIH et al., 2017). Os dados apontam que
antinocicepcdo do 1SO e ISO/CD interfere da via L-arginina/Oxido Nitrico/GMPc que acarreta
na minimizacao da estimulacdo e sensibilizacdo dos nociceptores nos terminais nervosos e sua
correlacdo com o sistema glutamatérgico. Além disso, esses dados sugerem que a acdo
analgesica do NO depende de uma via de sinalizacdo intracelular envolvendo a formacédo de
GMPc confirmada pelo azul de metileno (inibidor da guanilato ciclase).

O papel nos mecanismos periféricos envolvidos no desenvolvimento de fendmenos
nociceptivos também envolvem o sistema colinérgico. Substancias colinomiméticas tem como
principal sitio de a¢do na analgesia a medula espinhal, com aumentos nos niveis de acetilcolina
(ACh) apds estimulos nociceptivos ativados pelas vias modulatdrias da dor noradrenérgica
descendente inibitoria e serotoninérgica. Esta ACh é liberada dos interneurdnios colinérgicos no
corno dorsal, ativam receptores muscarinicos espinhais que medeiam os efeitos antinociceptivos,
entretanto parte desta acdo analgésica da ACh é mediada pela liberacdo de 6xido nitrico das
células endoteliais (CURY et al., 2011). Um segundo mecanismo indireto promovido pela ACh
é a inibicdo dos neurdnios excitatorios responsaveis pela liberacdo de glutamato e modulacéo das
acOes dos receptores opidceos. Pesquisas demonstram que a interacbes entre 0s sistemas
colinérgico e opioide ocorrem em varias regides do sistema nervoso, sugerindo que 0s
mecanismos colinergicos potencializam a analgesia opiode (NASER; KUNER, 2018). Nossos
resultados indicam o envolvimento do sistema colinérgico na antinocicepc¢do do ISO e ISO/CD,
com participacdo dos receptores muscarinicos, uma vez que a atropina (antagonista muscarinico
ndo seletivo) inibiu o efeito analgésico promovido pelos compostos afetando também outras vias
envolvidas pela a¢do colinérgica, como via glutamatérgica e 0xido nitrico. Os monoterpenos a-
felandreno e vy-terpineno, quando avaliadas as possiveis vias envolvidas nos seus efeitos

antinociceptivos, evidenciaram além da participacdo dos sistemas opioide e canais de K*atp, 0
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envolvimento do sistema colinérgico, tendo o y-terpineno importante efeito analgésico nas vias
central e periférica (LIMA et al., 2012; PASSOS et al., 2015).

O TRPV, um receptor de canal catidnico pertencente a super-familia do receptor de
potencial transitério, € amplamente expresso em neurdnios sensoriais nociceptivos do ganglio
dorsal da medula espinhal (CORTRIGHT et al.,, 2001) dando origem a pequenas fibras
sensoriais C ¢ Ad que contem SP e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)
(SZALLASI; BLUMBERG, 1999). A capsaicina, ativador direto de TRPV1, induz liberacdo de
SP que excita neurdnios inibitorios das laminas I, 11l e IV do corno dorsal resultando no
incremento de GABA e glicina (FERRINI et al., 2007) afetando o tonus inibitério da raiz dorsal
da medula. O ISO e o ISO/CD demonstraram agdo antinociceptiva ao reduzir o tempo de
lambedura da pata administrada com capsaicina, efeito semelhante ao do grupo que recebeu
vermelho de ruténio, um antagonista dos receptores de potencial transitorio (TRPs), sugerindo a
participacdo do sistema vaniloide no mecanismo de acdo analgésico do ISO e ISO/CD. A
evidéncia que dois mecanismos possiveis para modulacdo dos canais envolvendo o sistema
TRPV1, seja mediante fosforilagdo do TRPV1 por ativacdo da proteina quinase C (PKC) via
DAG (diacilglicerol) efou por deplecdo do PIP2 (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato) que
normalmente atua ao inibir o TRPV1. Uma outra possibilidade € que 0 ISO e o0 ISO/CD estariam
impedindo a liberacdo de neuropeptidios, como as neurocininas A (NKA) e B (NKB) e SP, que
participam na transmissdo da dor e em processos inflamatorios (LABRAKAKIS;
MACDERMOTT, 2003; SAKURADA et al., 1996). Outros monoterpenos como 0 mirtenol,
citronelal e carvacrol também promoveram atividade antinociceptiva relevante em modelos de
dor por capsaicina (JUNIOR et al., 2011; QUINTANS-JUNIOR et al., 2010; SILVA, et al.,
2014), fortalecendo a possibilidade do antagonismo vaniloide ou interferéncia na media¢do da
cascata iniciada pela ativacdo desses receptores.

Apbs uma lesdo tecidual, uma diversidade de neurotransmissores € liberada estando entre
eles a SP, glutamato, CGRP, neurocinina A, todos relacionados com a ativacdo de receptores
NMDA e ndao-NMDA (N-metil-D-aspartato), sendo o glutamato o principal ativador desses
receptores, cuja interacdo leva a retirada de ions magnésio do interior celular e influxo de calcio
para a célula, com producdo de prostaglandinas e NO. Estes ultimos estimulam a liberacdo de
mais glutamato, SP e CGRP, ampliando o processo algico (DICKENSON, 1991; JI et al., 2003;
WOOLF, 1995). Vale ressaltar que a capsaicina induz uma forte liberacdo de glutamato apés
ativacdo do TRPV1 nas fibras aferentes primarias com aumento significativo das correntes
excitatorias pds-sindpticas na lamina Il do corno dorsal da medula espinhal (BACCEI,
BARDONI; FITZGERALD, 2003).
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Adicionalmente, o presente estudo também avaliou a participacdo da via glutamatérgica
no efeito antinociceptivo do ISO e ISO/CD, que demonstraram reducdo significativa na
nocicepcao induzida pelo glutamato, semelhante ao grupo que recebeu o acido ascérbico, um
inibidor de receptores NMDA (ROSA et al., 2005). Estes resultados vdo de encontro aos
achados da via vaniloide, ja que estudos demonstram que a SP, um neurotransmissor envolvido
no processo doloroso induzido pela capsaicina, induz a transmissdo sinaptica glutamatérgica
(SAKURADA et al., 1992; WALLENGREN; HAKANSON, 1987). Por fim, o efeito
antinociceptivo do ISO e ISO/CD nédo suporta a participagdo das vias adenosinérgica, o2-
adrenérgica e dopaminérgica.

Neste estudo o isopulegol e seu complexo de inclusdo em B-CD mostraram resultados
significativos nos modelos de nocicep¢do, com investigacdo das possiveis vias de sinalizacdo
envolvidas neste mecanismo permitindo maior conhecimento e ampliando as suas possiveis
aplicac@es clinicas. Quando comparados os resultados obtidos nos grupos 1SO e 1ISO/CD (10
mg/kg) podemos perceber uma vantagem do processo de complexacdo que mantem as mesmas
propriedades farmacoldgicas com significativos ganhos na biodisponibilidade, uma vez que o
processo de complexacdo envolve quantidades muito menores de isopulegol (PASSOS
MENEZES et al., 2016). Frente aos resultados evidenciados nesse estudo, somada a atividade
anti-inflamatoria ja comprovada na literatura, o isopulegol e seu complexo de inclusdo se tornam
substancias promissoras para o tratamento farmacoldgico da dor e importantes protétipos
analgésicos.

CONCLUSAO

Em concluséo, nossos resultados sugerem que as atividades antinociceptivas centrais e
periféricas do ISO e ISO/CD foram aperfeicoadas pela complexacdo em ciclodextrinas. Embora
os resultados entre esses grupos sejam semelhantes, hd muito menos composto ativo no
complexo em comparagdo com o0 composto puro. A avaliacdo das possiveis vias de sinalizagédo
envolvidas no efeito analgesico das substancias em questéo, indicam a participacdo do sistema
opioide, dos canais de potassio, via éxido nitrico, via do monofosfato ciclico de guanosina,
colinérgico, vaniloide e glutamatérgico. Assim, o estudo além de apresentar as propriedades
antinociceptivas do ISO e ISO/CD, também forneceu evidéncias do possivel beneficio do uso

das ciclodextrinas na otimizacao das propriedades farmacoldgicas desse monoterpeno.
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5. CAPITULO IV: CONSIDERACOES FINAIS

5.1 DISCUSSAO GERAL

O isopulegol, um monoterpeno com diversas atividades biol6gicas j& comprovadas na
literatura € uma substancia muito utilizada como aromatizante artificial, com toxicidade baixa e
relativa seguranca. Apesar das inumeras pesquisas envolvendo o isopulegol, ha pouca
informac&o sobre o seu potencial anti-inflamatorio e antinociceptivo. Uma importante limitacdo
na aplicacdo dos monoterpenos é a sua meia-vida curta, volatilidade e baixa solubilidade em
agua e varias abordagens visam a aprimorar as propriedades farmacoldgicas dos monoterpenos,
sendo a inclusdo em B-CDs uma solucdo bem-sucedida e de aplicabilidade crescente entre 0s
pesquisadores.

Na avaliagdo da atividade antiedematogénica os resultados mostraram que a I1ISO e 0
ISO/CD tiveram um importante efeito anti-inflamatorio em todas as doses testadas, reduzindo o
edema induzido pela carragenina, dextrana, histamina e prostaglandina E2, indicando um
possivel envolvimento nos mecanismos de acdo da via dos eicosanoides e da histamina, o que
pode ser corroborado pelo ensaio de ancoragem molecular. Outros monoterpenos, como o p-
cimeno, carvacrol e 1,8-cineol também foram efetivos reduzindo o edema induzido por
diferentes agentes flogisticos.

A inflamacdo sistémica induzida pela carragenina envolve uma série de eventos como
migracdo de leucdcitos, principalmente os neutrdfilos (em cujas granulos estd armazenada a
MPO); vazamento de plasma e producdo de uma variedade de mediadores, como citocinas,
prostaglandinas, aminas vasoativas, entre outros. Neste estudo, ISO e ISO/CD promoveram uma
reducdo significativa em todos os eventos inflamatérios induzidos pela carragenina, atenuando
os eventos vasculares, como permeabilidade vascular e migracdo de leucécitos, com uma
consequente reducdo na atividade de MPO. Outros monoterpenos como bisabolol, citral e timol
também apresentam consideravel atividade anti-inflamat6ria no quadro de peritonite induzida
por carragenina.

A pleurisia € um dos modelos experimentais classicos para avaliar a atividade anti-
inflamatoria aguda e a administracdo de carragenina promove um aumento significativo nos
niveis de citocinas no exsudato pleural, propagando de forma sistémica o processo inflamatério.
Dado que TNF-a e IL-1pB sdo citocinas fundamentais na reagdo inflamatéria, o ISO e ISO/CD
inibiram significativamente os niveis dessas Ultimas no lavado pleural, indicando que 0s seus
efeitos anti-inflamatorios possam estar associados a inibicdo dessas citocinas.

A atividade anti-inflamatéria cronica foi avaliada pelo modelo de granuloma induzido por
pellets de algodéo, sendo um protocolo importante como indicador dos estagios proliferativos da

inflamacdo, que envolve a proliferacdo de macrofagos, neutrofilos e fibroblastos, essenciais na
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formacdo do granuloma. Nesse modelo, o ISO e ISO/CD, reduziram a massa do granuloma,
sugerindo uma possivel atividade inibitoria sobre macrofagos e fibroblastos, semelhante aos
resultados encontrados com o monoterpeno 1,8-cineol.

Neste estudo, o isopulegol e seu complexo em B-CDs apresentaram resultados
significativos em relacdo aos modelos inflamatorios agudos e crénicos, bem como uma
importante atividade antinociceptiva através de modelos classicos de dor como formalina,
contor¢des abdominais por acido acético, placa quente e hipernocicep¢do mecénica plantar, com
determinacdo das possiveis vias de sinalizacdo envolvidas e exclusdo de efeito depressor sobre
SNC. Os grupos tratados com 1SO e ISO/CD néo diferiram estatisticamente entre si, no entanto
os resultados obtidos com o grupo ISO/CD tornam-se superiores aos encontrados com o ISO, ja
que o processo de complexacdo envolve quantidades bem inferiores de isopulegol,
demonstrando assim um aperfeicoamento das propriedades farmacoldgicas do ISO pelo processo

de inclusdo em ciclodextrinas.

5.2 CONCLUSOES GERAIS

Os resultados apresentados aqui demonstram que o 1SO e ISO/CD possuem uma relevante
atividade anti-inflamatdria nos modelos animais que foram realizados, além de apresentar baixa
toxicidade aguda ndo clinica. Assim, o isopulegol e seu complexo de inclusdo apresentaram uma
importante atividade antiedematogénica, quando utilizados diferentes agentes de inducéo,
reduzindo o edema de pata, com destaque para a dose de 10 mg/kg tanto para o grupo ISO,
quanto ISO/CD, ressaltando que a dose complexada possui uma concentracdo bem menor do
composto ativo. Um docking molecular corroborou com o0s ensaios antiedematogénicos,
indicando que o mecanismo de ac¢do do I1SO envolve as vias histaminicas e dos eicosanoides.

O ISO e ISO/CD apresentaram uma promissora atividade anti-inflamatéria sistémica,
interferindo em varios eventos do processo inflamatdrio, reduzindo a permeabilidade vascular, a
contagem leucocitaria, a atividade da enzima MPO e os niveis de citocinas pro-inflamatorias
como a IL-1p e TNF-a. Além disso, foram efetivos no modelo de inflamagdo crénica reduzindo
0 peso do granuloma e o0s niveis de proteinas. Os compostos também apresentaram uma
importante atividade antinociceptiva nos modelos classicos avaliados, apresentando possiveis

acOes centrais e perifericas, com provaveis vias de sinalizacao determinadas.

5.3 PERSPECTIVAS DE INVESTIGACOES FUTURAS

A comprovagdo cientifica das possiveis atividades bioldgicas de inumeras moléculas
bioativas € de fundamental importdncia para o desenvolvimento de novas formulacbes
terapéuticas e mesmo diante da crescente oferta de drogas pela industria farmacéutica, é
necessaria a busca por agentes que apresentem maior biodisponibilidade, menor toxicidade ou
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efeitos colaterais e uma boa relacdo custo-beneficio, aperfeicoando caracteristicas como
estabilidade e solubilidade.

Mesmo diante do quadro de pandemia instalado em nosso pais € no mundo e frente a
todas as dificuldades encontradas, desde o deslocamento até o laboratério para realizacdo dos
ensaios experimentais, obtencdo de reagentes, recursos humanos, necessidade do isolamento
social, conseguimos executar todo a metodologia planejada no projeto do estudo. Os dados aqui
relatados sugerem que o isopulegol e seu complexo de inclusdo em ciclodextrinas sao potenciais
agentes farmacologicos, em particular, fonte para o desenvolvimento de novos agentes
analgésicos e anti-inflamatérios de interesse clinico. Acreditamos estar contribuindo com
informacdes inéditas que possam ser utilizadas na validacdo cientifica de um futuro novo
farmaco, com menores custos e melhor eficécia terapéutica, que podem ser determinantes para
uma melhor qualidade de vida de individuos portadores de doencas inflamatdrias e distdrbios da

dor, além de incentivar positivamente o uso correto e seguro de produtos naturais pela sociedade.
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APENDICES

APENDICE A - METODOLOGIA EXTENDIDA DO MANUSCRITO 1

Appendix

Determination of the acute non-clinical toxicity of ISO and ISO/p-CD

Evaluation of the acute non-clinical toxicity was carried out according to the OECD [21],
with some modifications and the table by Malone and Robichaud [22]. The animals were divided
into three groups (n=3), in which the control group received 0.9% saline solution (0.01 mL/g, v.0.)
and the groups treated with ISO and ISO/B-CD received a single dose of 2000 mg/kg (v.0.).
Following treatment, the animals were observed for the first 30, 60, 120, 180 and 360 min, and
then every 24 h for 14 days.

Evaluation of the ISO and ISO/B-CD antiedematogenic activity

Paw edema induced by intraplantar carrageenan/dextran administration

Paw edema evaluation was performed according to Lapa et al., [24]. The animals (n=6) were
pre-treated (v.0) with 0.9% saline solution, I1SO (1, 5 and 10 mg/kg) or ISO/B-CD (1, 5 and 10
mg/kg). After 1 h of treatment, each animal received 20 uL of 1% carrageenan (w/v) or 1% dextran
in the right hind paw and the same volume of the vehicle in the left hind paw. The right and left
hind paw volumes of each animal were recorded 1, 2, 3 and 4 h after administration of the
inflammatory stimulus.

Paw edema induced by intraplantar histamine administration

For the evaluation of the histamine-induced inflammatory process [25] the animals (n=6)
were pretreated (v.0.) with 0.9% saline, promethazine (6 mg/kg), I1SO or ISO/B-CD (10 mg/kg).
After 1 h of treatment, each animal received 20 uL of 1% histamine (w/v) in the right hind paw
and the same volume of the vehicle in the left hind paw. The right and left hind paw volumes of
each animal were recorded 30, 60, 90, 120 and 180 min after administration of the inflammatory
stimulus.

Paw edema induced by intraplantar prostaglandin E2 administration

The groups (n=6) were pretreated (v.0) with 0.9% saline, ISO and ISO/p-CD (10 mg/kg). After
1 h of the treatment, each animal received 20 pL of prostaglandin E2 in the right hind paw and
the same volume of the vehicle, phosphate buffered saline (PBS), in the left hind paw. The right
and left hind paw volumes of each animal were recorded 15, 30, 45 and 60 min after
administration of the inflammatory stimulus [26].

Edema measurement

The plethysmometry method was used to evaluate paw edema models induced by phlogistic
agents (carrageenan, dextran, histamine and prostaglandin E2). The animals had the initial
volume (Vi) of their right and left hind paws assessed before the administration of the phlogistic
agent. Expression of the results was obtained by the difference between the final and initial paw
volume for each time, calculated by the formula: Volume of right or left paw edema (in uL), = Vf
(final volume) - Vi (initial volume) [27].

Molecular docking

Docking simulations were procedure Vina® docking read by Chimera package. The targets,
H1 receptor and COX-2 enzyme structures, were obtained in Protein Data Bank with PDB code
1PXX and 3RZE. The 3D target complexed with diclofenac or doxepin were minimized using a
protein preparation tool provided by the Chimera package, the isopulegol structure were
modeled using the corina® 3D structure generator and optimized energy was achieved using the
UCSF Chimera structure build module. The binding region was defined by a 10 A x 10 A x 10 A
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box set at the centroid of the co-crystallized ligand in the crystal complex to explore a large region
of the enzyme structure. The docking procedure were carried out by iterated local search global
optimizer, the amino acid binding site with 4A of distance of the center the co-crystallized ligands
and isopulegol were maintained flexible during the docking process. The most favorable pose,
that show lowest binding free energy, aligned with binding pocket with RMSD not more than 1.0
A was selected to analysis of interactions type using Discovery Studio 3.1 visualizer [28].

Peritonitis

The carrageenan-induced peritonitis model was used to evaluate the effect of isopulegol and
its inclusion complex on leukocyte recruitment [24], where the groups were first treated with
0.9% saline vehicle, ISO (10 mg/kg) or ISO/p-CD (10 mg/kg). After 1 h of the initial treatment, the
animals were administered with 1% carrageenan intraperitoneally. 4 h after the induction of
inflammation, the animals were sacrificed and 3 mL of heparinized PBS (10 IU/mL) were injected
into the animals' peritoneal cavity. The peritoneal fluid was collected using a Pasteur pipette and
cell counts were performed with the SDH-20 device (Labtest®, Lagoa Santa - MG, Brazil).

Evaluation of leukocyte function and migration, and protein extravasation

To assess leukocyte migration, the 1.5 mL peritoneal lavage samples were separated for
analysis using a SDH-20 device (cell counter that aspirates using micropipettes and uses
bioimpedance to count blood cells) and for the production of slides for differential leukocyte
count using fast panoptic staining, which consists of a fixative, and a basic and an acid dye. The
slides were evaluated by optical microscopy following preparation, and the remaining 1.5 mL of
the peritoneal lavage samples were centrifuged (6000 rotations for 2 min) and separated for
albumin and myeloperoxidase (MPO) measurements.

To evaluate protein extravasation, albumin concentrations were determined using the
Labtest kit, based on the bromocresol green method which has specificity for albumin and whose
absorbance is proportional to the concentration of proteins in the analyzed sample. Then, the
sample was read on the Bioplus semiautomatic biochemical analyzer, which performs the
absorbance reading on the filter between 600 and 640 nm. Then, the samples were read on a
Bioplus semiautomatic biochemical analyzer, which performs absorbance readings with a filter
between 600 and 640 nm. Myeloperoxidase was measured for the evaluation of leukocyte
function by adding 40 pL of the samples to test tubes, followed by the addition of 1960 pL of the
o-dianisidine reaction and H202 in PBS (PBS with 6.0 pH), for evaluation in a spectrophotometer
with a 450nm filter [29].

Carrageenan induced pleurisy

First the animals was treated orally with ISO (10 mg/kg) or ISO/B-CD (10 mg/kg) (Tween
80 0,2% in saline solution). After one hour, the leukocyte migration was induced through the
injection of carrageenan (1%, i.p., 0.25 mL, Sigma, EUA) into the pleural cavity of the mice. Four
hours after the induction, the mice were anesthetized with ketamine and xylasine (80 and 8
mg/kg, respectively) and euthanized by cervical dislocation, to obtain pleural lavage [30]. One
milliliter of saline solution containing Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA, Sigma, EUA)1
mM was injected and suctioned from the pleural cavity three times to get a representative sample
of pleural fluid. The pleural lavage was centrifuged (5,000 rpm, 5 min, at room temperature) and
the supernatant was stored for further use in cytokine measurement (frozen to -80°C) and the
precipitate was resuspended with 1 mL of phosphate buffered saline. Then, n aliquot of 10 pL
from this solution was added in 190 pL of Turk solution and after a few minutes the total
leukocytes were counted in a Neubauer chamber, through the optical microscopy. The results
were expressed as the number of total leukocyte by cavity.
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Cytokine measurement
The concentrations of TNF-a and IL-13 were measured using enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kits (Invitrogen®) according to protocol's instructions. Briefly, the
supernatant obtained after centrifugation of pleural lavage was diluted 1:1 (w/w) in the diluent
solution present in the ELISA kit, and the colorimetric measurements at 450 nm were made in a
microplate reader (ASYS®). The concentration was obtained by interpolation from a standard
curve. All results were expressed as picograms (pg) of cytokine per milliliter.

Granuloma induced by the implantation of cotton pellets

Four cotton pellets weighing approximately 0.01 g each (0.04 g total) were implanted in the
animals (n=6) through a small dorsal incision in mice previously anesthetized with 80 mg/kg of
ketamine and 20 mg/kg of xylazine. The animals were treated orally with 0.9% saline, ISO and
ISO/B-CD (10 mg/kg) for ten consecutive days from the day following the pellet implantation. On
the eleventh day, the animals were euthanized and the cotton pellets containing surrounding
fibrovascular tissues were removed and dried at 37 °C for 24h. The results were expressed as the
difference between the initial (0.04 g) and final dry weight [31]. For protein concentrations, the
pellets were placed in test tubes, separated by their groups and animals, and a homogenate was
obtained with 1 mL of 0.9% saline. Total protein measurement was performed by combining the
homogenate and the reagent developed by Labtest, based on a reaction with copper ions in
alkaline solution, resulting in a violet color complex whose absorbance is proportional to the
concentration of proteins in the sample analyzed. Thereafter, the samples were read by
spectroscopy with a 550nm filter.
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APENDICE B — FIGURAS DO ARTIGO 1

A)

A)

All Figures

Figure Al - Effect of ISO and ISO/B-CD (1, 5 and 10 mg/kg/v.0.) on paw edema
induced by intraplantar injection of 1% carrageenan in mice.
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Effect of ISO (A) and ISO/B-CD (1, 5 and 10 mg/kg/v.o.) (B) on paw edema induced by the intraplantar
injection of 1% carrageenan in mice up to the 4th hour. Values represent the mean + S.E.M. (n=6/group).
Statistical analysis: Two-way ANOVA followed by Tukey's Test with multiple comparisons (alp<0.05;
a2p <0.01; a3p <0.001; adp <0.0001 vs. saline).

Figure A2 - Effect of ISO and ISO/B-CD (1, 5 and 10 mg/kg/v.0.) on paw edema
induced by intraplantar injection of 1% dextran in mice.
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Effect of ISO (A) and ISO/B-CD (1, 5 and 10 mg/kg/v.o.) (B) on paw edema induced by the intraplantar
injection of 1% dextran in mice up to the 4th hour. Values represent the mean = S.E.M. (n=6/group).
Statistical analysis: Two-way ANOVA followed by Tukey's Test with multiple comparisons (alp<0.05;
a2p <0.01; a3p <0.001; a4p <0.0001 vs. saline)
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Figure A3 - Effect of ISO and ISO/B-CD (1, 5 and 10 mg/kg/v.0.) on paw edema
induced by intraplantar injection of 1% histamine in mice.
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Effect of ISO (A) and ISO/B-CD (1, 5 and 10 mg/kg/v.0.) (B) on paw edema induced by the intraplantar
injection of 1% histamine in mice up to 180 minutes. Values represent the mean + S.E.M. (n=6/group).
Statistical analysis: Two-way ANOVA followed by Tukey's Test with multiple comparisons (alp<0.05;
a2p <0.01; a3p <0.001; adp <0.0001 vs. saline).

Figure A4 - Effect of ISO and ISO/B-CD (1, 5 and 10 mg/kg/v.0.) on paw edema
induced by intraplantar injection of prostaglandin E2 in mice.
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Effect of ISO (A) and ISO/B-CD (1, 5 and 10 mg/kg/v.0.) (B) on paw edema induced by the intraplantar
injection of PGE2 in mice up to 60 minutes. Values represent the mean + S.E.M. (n=6/group). Statistical
analysis: Two-way ANOVA followed by Tukey's Test with multiple comparisons (alp<0.05; a2p <0.01;
a3p <0.001; adp <0.0001 vs. saline).
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Figure AS - Effect of ISO and ISO/B-CD (10 mg/kg/v.o.) on leukocyte migration in 1%
carrageenan-induced peritonitis.
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Effect of ISO and ISO/B-CD (10 mg/kg/v.0.) on leukocyte migration in peritonitis induced by 1%
carrageenan in mice (B: blank; S: control/saline; I: indomethacin 25 mg/kg). Values represent the mean +
S.E.M (n=6/group). One-way ANOVA followedb y Tukey's Test with multiple comparisons
(alp<0.05; a2p <0.01; a3p <0.001; adp <0.0001 vs. saline).

Figure A6 - Effect of ISO and ISO/B-CD (10 mg/kg/v.0.) on protein extravasation in
1% carrageenan-induced peritonitis.
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Effect of ISO and ISO/B-CD (10 mg/kg/v.0.) on protein extravasation in peritonitis induced by 1%
carrageenan in mice (B: blank; S: control/saline; I: indomethacin 25 mg/kg). Values represent the mean +
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S.E.M (n=6/group). One-way ANOVA followed by Tukey's Test with multiple comparisons (alp<0.05;
a2p <0.01; a3p <0.001; adp <0.0001 vs. saline)

Figure A7 - Effect of ISO and ISO/B-CD (10 mg/kg/v.0.) on MPO activity in 1%
carrageenan-induced peritonitis.
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Effect of ISO and ISO/B-CD (10 mg/kg/v.o.) on MPO activity in peritonitis induced by 1% carrageenan
in mice (B: blank; S: control/saline; I: indomethacin 25 mg/kg). Values represent the mean + S.E.M
(n=6/group). One-way ANOVA followed by Tukey's Test with multiple comparisons (alp<0.05; a2p
<0.01; a3p <0.001; adp <0.0001 vs. saline).
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Figure A8 - Effect of ISO and ISO/B-CD (10 mg/kg/v.0.) in the leukocytes migration in
mice submitted to carrageenan-induced pleurisy.
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Effect of ISO e ISO/B-CD (10 mg/kg/v.0.) in the leukocytes migration in mice submitted to carrageenan-
induced pleurisy. (S: control/saline). Data were expressed as mean = SEM of 6 animals. Statistical
analysis: One-way ANOVA followed by Tukey’s test with multiple comparisions. (alp<0,05; a2p<0,01;
a3p<0,001; a4p<0,0001 vs. saline).

Figure A9 - Effect of ISO and ISO/B-CD (10 mg/kg/v.0.) on granuloma formation.
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Effect of ISO and ISO/B-CD (10 mg/kg/v.0.) on granuloma formation. (S: control/saline). A) Granuloma
weight; B) Total proteins obtained from the granuloma homogenate. Values represent the mean + S.E.M
(n=6/group). One-way ANOVA followed by Tukey's Test with multiple comparisons (alp<0.05; a2p
<0.01; a3p <0.001; adp <0.0001 vs. saline).



