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RESUMO 
 
 
Os terpenos são os constituintes químicos de maior ocorrência natural, extraídos principalmente 

de plantas, sendo compostos que podem apresentar importante volatilidade e normalmente 

característica oleosa. O isopulegol (ISO) é um monoterpeno oxigenado amplamente encontrado 

em diferentes espécies vegetais, com propriedades farmacológicas de interesse. As 

características de volatilidade e insolubilidade em água tem limitado seu emprego e assim, o uso 

de ciclodextrinas (CDs), tais como a β-CD (beta-ciclodextrina), tem sido uma abordagem 

promissora que visa aprimorar características como solubilidade e biodisponibilidade. Desta 

forma, o presente trabalho objetivou avaliar a atividade anti-inflamatória e antinociceptiva do 

ISO e ISO/CD em ensaios pré-clínicos com camundongos. Para a investigação da atividade anti-

inflamatória foram realizados modelos antiedematogênicos (edemas de pata), de ancoragem 

molecular e modelos sistêmicos de inflamação aguda (peritonite e pleurisia) e crônica 

(granuloma). A administração de ISO e ISO/CD nas doses testadas inibiram significativamente a 

atividade edematogênica induzida por diversos agentes flogísticos, indicando por meio de 

docking molecular, a interação 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 inflamatória aguda 

reduzindo o extravasamento de albumina, a migração leucocitária e a atividade da 

mieloperoxidade (MPO), promovendo a redução dos níveis de IL-1 e TNF-α no exsudato 

pleural, bem como reduzindo o processo inflamatório crônico no modelo de granuloma. Na 

avaliação da atividade antinociceptiva a administração 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 

contorções abdominais, com destaque para a dose de 10 mg/kg. Desta forma, a dose de 10 mg/kg 

foi selecionada para avaliação dos efeitos sobre SNC e avaliação das vias de sinalização 

envolvidas no potencial analgésico. O ISO e o ISO/CD não apresentaram alterações sobre os 

parâmetros avaliados do SNC e os resultados sugerem uma ação antinociceptiva aguda nos testes 

de formalina, contorções abdominais, placa quente e hipernocicepção mecânica plantar, 

propondo o envolvimento das vias de sinalização opioide, canais de potássio, colinérgica, óxido 

nítrico, via do monofosfato cíclico de guanosina, vaniloide e glutamatérgica. Os achados 

sugerem uma importante atividade antinociceptiva e anti-inflamatória do ISO e ISO/CD, não 

havendo diferença significativa entre os grupos tratados com os compostos em questão, porém 

vale ressaltar que o processo de complexação envolve quantidades bem inferiores do composto, 

o que levou ao aperfeiçoamento das propriedades farmacológicas do isopulegol que parecem 

estar relacionadas a sua complexação em β-CDs, trazendo a perspectiva de futuras investigações 

do potencial farmacológico 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 β-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 ISO 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-1β and TNF-α 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 ISO 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 β-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. INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 OBJETIVOS E QUESTIONAMENTOS 

A inflamação e a dor, apesar de importantes mecanismos de proteção do organismo, 

persistem ao longo do tempo como problemática de saúde em virtude dos inúmeros obstáculos 

enfrentados no tratamento instituído, pela falta de conhecimento dos profissionais que lidam com 

esses pacientes e principalmente pelos efeitos colaterais e custo-benefício dos fármacos 

disponíveis no mercado. O impacto do uso de medicamentos no tratamento de doenças é uma 

questão multifacetada. Por um lado, os medicamentos podem promover a cura de doenças, podem 

aumentar a expectativa de vida, amenizar o quadro sintomatológico trazendo alívio e melhor 

qualidade de vida para os indivíduos; por outro, podem levar à ocorrência de efeitos adversos 

relevantes, principalmente quando essas reações geram hospitalizações, prolongamento de 

internações, incapacidades e até a morte.  

É crescente a busca por novas entidades químicas ou formulações farmacêuticas mais 

seguras, com menor toxicidade e efeitos adversos, melhor relação custo-benefício, bem como a 

melhoria na biodisponibilidade, estabilidade e solubilidade. A presença de inúmeras substâncias 

apreciadas na medicina considerada popular, tais como o uso de plantas medicinais, bem como a 

comprovação científica de suas propriedades biológicas, são de fundamental importância para o 

desenvolvimento de novos fármacos. Diante do uso na medicina popular de óleos essenciais ricos 

em moléculas bioativas e comprovação de diversas atividades biológicas tanto desses óleos, como 

de constituintes isolados, foi despertado o interesse em investigar e validar cientificamente o 

possível efeito anti-inflamatório e antinociceptivo do isopulegol (ISO) e do seu complexo de 

inclusão em β-ciclodextrina (ISO/CD). 

As ciclodextrinas (CDs), por serem substâncias importantes nas formulações farmacêuticas 

segundo a literatura científica, são amplamente utilizadas visando à obtenção de vantagens como 

aumento da solubilidade da substância a ser complexada e melhora da estabilidade e 

biodisponibilidade de vários princípios bioativos. Dentre as CDs empregadas para formação de 

complexos de inclusão com compostos ativos, as β-CDs apresentam características que favorecem 

a sua escolha, como fácil obtenção, preço mais acessível, propriedades físico-químicas e também 

pelos diversos estudos já publicados no meio científico comprovando os benefícios da 

complexação no aperfeiçoamento das propriedades farmacológicas de drogas e produtos naturais.  

Portanto, partindo da premissa que a β-CD tem melhorado as propriedades biológicas de 

compostos terpênicos e considerando os importantes achados da literatura científica acerca do 

constituinte químico isopulegol, combinado à alta prevalência de doenças inflamatórias associadas 

aos distúrbios da dor e ao crescente interesse da indústria farmacêutica na descoberta de novas 

drogas com menores custos e melhor eficácia terapêutica, torna-se imprescindível o 
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desenvolvimento de pesquisas que abordem o potencial biológico do constituinte em questão 

formando complexo de inclusão com β-CD. O presente estudo visou elucidar as possíveis 

atividades biológicas do isopulegol e do complexo de inclusão isopulegol/β-ciclodextrina, dentre 

elas as atividades anti-inflamatórias e antinociceptiva, fazendo um comparativo entre os 

resultados obtidos com os grupos tratados com o ISO e o ISO/CD.  Como objetivos específicos, 

buscou-se determinar a toxicidade aguda não clínica do ISO e do ISO/CD, investigar a atividade 

antiedematogênica e anti-inflamatória dos compostos por meio dos ensaios de edema de pata, 

peritonite, pleurisia e granuloma, além de docking molecular e em seguida avaliar os seus 

possíveis efeitos antinociceptivos pelos ensaios de formalina, contorções abdominais por ácido 

acético, placa quente, hiperalgesia mecânica plantar com investigação das possíveis vias de 

sinalização da dor que possam estar envolvidas na resposta antinociceptiva do ISO e do ISO/CD, 

além de investigar a possível influência dos compostos sobre o sistema nervoso central.  

 

1.2 ESTRATÉGIAS DE PESQUISA  

A busca por novas formulações farmacêuticas requer modelos experimentais apropriados e 

que forneçam reprodutibilidade e confiança. Inúmeros são os protocolos e técnicas disponíveis 

para a avaliação da atividade anti-inflamatória e antinociceptiva de moléculas bioativas, cada um 

desses, com suas vantagens e limitações. Considerações críticas sobre a sensibilidade, custos e 

confiabilidade são portanto, necessários quando da escolha do modelo (CAVALETTI et al., 2018; 

FERREIRA et al., 2019).   

Os modelos experimentais que se baseiam em princípios farmacológicos, devem fornecer 

um modelo fisiológico e clínico relevante para prever a indicação terapêutica a que se pretende e é 

considerado importante quando os resultados a nível pré-clínico estão vinculados aos resultados 

no contexto clínico (PATIL et al., 2019).  

Antes da execução, os ensaios devem ser devidamente planejados, atentando para a 

amostra, as vias de administração, uso de controles e sua real necessidade e por fim, os métodos 

estatísticos que serão utilizados para a avaliação dos resultados esperados (BUTTERWECK; 

NAHRSTEDT, 2012). Ao selecionar modelos para avaliação de uma atividade biológica deve-se 

considerar a correlação dos mecanismos por trás dos modelos experimentais já bem estabelecidos 

(PATIL et al., 2019).  

A avaliação da toxicidade aguda não-clínica foi realizada de acordo com a OECD com 

algumas modificações e com a tabela de Malone e Robichaud. Para a avaliação da atividade anti-

inflamatória do ISO e do ISO/CD foram selecionados modelos tradicionais de inflamação, 

incialmente os modelos de edema de pata. O edema de pata induzido por carragenina é 

amplamente utilizado para avaliação da atividade anti-inflamatória de compostos naturais e 

sintéticos (BOOMINATHAN et al., 2004; PANTHONG et al., 2007) mais particularmente da 
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atividade antiedematogênica, já que o edema é um dos sinais flogísticos do processo inflamatório. 

Uma vez administrada, a carragenina promove a dilatação dos pós-capilares venosos, o que resulta 

no extravasamento vascular e esse processo envolve a liberação de uma série de mediadores 

infamatórios (DUWIEJUA; WOODE; OBIRI, 2002). O edema produzido pela carragenina é um 

edema bifásico (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962) que envolve a liberação de mediadores como 

histamina e bradicinina num primeiro momento (POSADAS et al., 2004) seguida de uma segunda 

fase caracterizada pelos produtos da ativação 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 ativação 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 inflamação (SINGH, B. et al., 2003; 

VASUDEVAN; GUNNAM; PARLE, 2007; BEN; ETIM; UDO, 2016). Visando corroborar com 

os ensaios in vivo anteriormente citados, uma investigação da inibição da cicloxigenase (COX-2) 

e do receptor de histamina tipo 1 (H1) mediada pelo isopulegol foi realizada in silico. 

Continuando a investigação da atividade anti-inflamatória, agora em uma avaliação 

sistêmica, foram executados os protocolos de peritonite e pleurisia. Em ambos os modelos, a 

carragenina foi o agente de escolha, justificado pelo seu potencial pró-inflamatório, 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 migração leucocitária, a atividade da 

mieloperoxidase (MPO) e a permeabilidade vascular com dosagem de albumina. Já no protocolo 

experimental de pleurisia, mais uma vez os níveis de leucócitos, como medida de inflamação, 

foram avaliados e de uma alíquota do exsudato, citocinas como a interleucina 1β (IL-1β) e fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α) foram dosadas. Como já citado, a carragenina induz um processo 

inflamatório que envolve migração celular, extravasamento vascular e produção de uma série de 

mediadores, dentre esses as IL-1β e TNF-α (LORAM et al., 2007); sendo esses mediadores 

capazes de recrutar leucócitos, como os neutrófilos, que contém a enzima MPO, responsável pelo 

impacto na lesão oxidativa causada pelos neutrófilos (KETTLE; WINTERBOURN, 1997).  

Para avaliação da atividade anti-inflamatória crônica foi utilizado o modelo de granuloma 

induzido por pellets de algodão. A formação de tecido granulomatoso é uma característica 

marcante do processo inflamatório crônico e a avaliação de elementos transudativos e 

proliferativos podem ser avaliados por esse protocolo (NETO et al., 2005). O peso úmido dos 
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pellets associa-se ao transudato, enquanto o peso seco tem uma relação direta com os tecidos 

granulomatosos; a massa de granuloma formada é quantificada como medida da inflamação 

(OJEWOLE, 2006).  

Objetivando a avaliação de uma possível atividade antinociceptiva do ISO e do ISO/CD 

foram utilizados protocolos clássicos de dor, como o teste da formalina, contorções abdominais 

por ácido acético, teste da placa quente ou hot plate, e Von Frey. O teste de formalina é um 

método de avaliação comportamental muito utilizado para investigar o potencial antinociceptivo 

de diversos agentes, permitindo a avaliação de dois tipos diferentes de dor: uma de primeira fase, 

relacionada a estimulação química direta de nociceptores das fibras Aδ e C e uma de segunda fase 

associada a liberação de vários mediadores inflamatórios (HUNSKAAR; HOLE, 1987).  

No teste de contorções abdominais induzidas por ácido acético, temos um modelo de 

nocicepção química, sendo considerado sensível à avaliação de drogas analgésicas, sendo um 

protocolo geral, não seletivo (COUTO et al., 2011). O teste da placa quente, diferente do modelo 

de contorções, é um teste específico para avaliação de agentes analgésicos com efeito central, já 

que apenas drogas analgésicas centrais conseguem aumentar o tempo de resposta do animal na 

placa, já que esse modelo utiliza a temperatura como estímulo nociceptivo (RAQUEL et al., 

2013). Finalizando os modelos tradicionais de dor, foi realizado o ensaio do Von Frey, método de 

escolha para avaliação da sensibilidade ao estímulo mecânico, que permite ao pesquisador avaliar 

o aumento da sensibilidade do nociceptor a estímulos inócuos, caracterizando a alodínia, ou 

nocivos, a hiperalgesia (LE BARS, 2001).  

Concluindo a estratégia metodológica, foram investigadas as possíveis vias sinalizadoras 

envolvidas na resposta antinociceptiva do ISO e do ISO/CD investigando-se a participação das 

seguintes vias:  

 Sistema opioide; 

 Canais de potássio; 

 Sistema colinérgico; 

 Participação dos receptores α2 adrenérgicos; 

 Via L-arginina/Óxido Nítrico/GMPc; 

 Sistema vanilóide; 

 Sistema dopaminérgico; 

 Sistema adenosinérgico; 

 Sistema glutamatérgico; 

 E via da guanosina monofosfato cíclico 

A análise estatística dos resultados foi planejada concomitante ao desenho do estudo e o 

programa estatístico utilizado foi o GraphPad Prisma 6. Os dados foram analisados pelo modelo 
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de análise de variância (ANOVA) de uma ou duas vias conforme o caso. ANOVA é um dos 

métodos estatísticos mais comuns usados em ensaios pré-clínicos (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 padrão da média (E.P.M.) e diferenças a partir de 

p<0.05 sendo consideradas significativas.  

 

1.3 ESTRUTURA DA TESE 

A presente tese discorrerá sobre as atividades biológicas do terpeno ISO e do seu 

complexo de inclusão em β-CD através de modelos experimentais de inflamação e dor realizados 

em animais, constando de 4 capítulos que trazem informações acerca do terpeno isopulegol, 

vantagens do seu processo de complexação e atividades biológicas já descritas em literatura, 

toxicidade, respostas anti-inflamatória e antinociceptiva e respectivos modelos experimentais 

utilizados para alcance dos resultados.  

A primeira parte da tese traz informações sobre os questionamentos que estimularam o 

desenvolvimento da mesma, apresentando a necessidade do desenvolvimento de estudos em busca 

de novos protótipos farmacológicos com menos efeitos adversos e melhor custo-benefício.  

O capítulo I consta da fundamentação teórica, embasando a discussão sobre os 

questionamentos levantados e contribuindo com a elaboração dos capítulos seguintes. Essa 

fundamentação teórica relata informações pertinentes sobre a importância dos produtos naturais 

na busca de novos fármacos, características dos terpenos e do isopulegol e discorre acerca das 

atividades biológicas abordadas no estudo, inflamação e nocicepção, além de outros tópicos 

relevantes que contribuem para o desenvolvimento da pesquisa. 

O Capítulo II é um artigo que foi publicado na Foods – IF 3.0 - e apresenta a avaliação da 

atividade antiedematogênica e anti-inflamatória do isopulegol e do seu complexo de inclusão em 

β-ciclodextrinas.  

O Capítulo III, apresenta um manuscrito que aborda a atividade antinociceptiva do 

isopulegol e do seu complexo de inclusão em β-ciclodextrinas nos modelos clássicos de dor, bem 

como avaliação dos mecanismos de ação envolvidos nessa potencial atividade, submetido na 

revista Food Chemistry - FI: 6,306 

Nas considerações finais, o capítulo IV relata as associações das evidências produzidas 

durante o desenvolvimento da tese e as conclusões que foram feitas com base nelas, além da 

possibilidade de investigações futuras envolvendo o objeto em estudo. 
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2. CAPÍTULO I: FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

A química de produtos naturais, devido à grande diversidade estrutural e de grupos 

funcionais presentes em muitas substâncias da biodiversidade terrestre, sempre foi considerada 

importante para o desenvolvimento de novos protótipos farmacológicos, relevante na indústria de 

cosméticos, alimentos e na produção de outros bioprodutos (BOLZANI, 2016). Os produtos 

naturais ou seus metabólitos secundários estão presentes em milhares de organismos e funcionam 

como os mediadores de interações biológicas, essas últimas, foco de inúmeras pesquisas 

envolvendo o isolamento desses metabólitos, a obtenção de moléculas com atividade biológica 

para desenvolvimento de novos fármacos, bem como o seu papel ecológico (TEIXEIRA, 2013).  

A investigação de produtos naturais com atividade farmacológica tem despertado um 

interesse crescente das indústrias farmacêuticas, sendo considerada prioridade pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS). É estimada em cerca de 40% a quantidade disponível de medicamentos 

desenvolvidos de forma direta ou indireta a partir de produtos naturais, sendo a maioria desses, 

plantas (ROBINSON; ZHANG, 2011). No Brasil, o uso de terapias a partir de produtos naturais, 

para o tratamento das mais diversas patologias, principalmente as crônico-degenerativas, 

representa ganho importante na área de saúde ao reduzir custos. Dessa forma, os fitoterápicos 

podem ser utilizados de maneira opcional quando considerado o baixo custo, cujos benefícios se 

equiparam aos fármacos utilizados na terapêutica tradicional (BORGES; BAUTISTA; GUILERA, 

2008).  

As pesquisas para a avaliação da segurança dos produtos de origem natural, como uso de 

plantas medicinais e fitoterápicos, no Brasil ainda é escassa. Infelizmente, a grande maioria desses 

produtos tem seu perfil tóxico desconhecido, nem mesmo possuem seu perfil químico e 

farmacológico, fazendo-se necessário o controle rígido tanto do comércio quanto do uso desses 

produtos (SANTOS; NUNES; MARTINS, 2012).  

A prática do uso de produtos naturais para fins terapêuticos, seja como terapia de primeira 

escolha ou adjuvante, deve ser fortalecida através do desenvolvimento de estudos que garantam a 

eficácia da substância de origem natural em seres humanos, traçando um perfil de toxicidade do 

seu uso a curto e longo prazo, e apresentando uma boa relação custo-benefício. Nesse contexto, o 

uso tradicional de espécies da biodiversidade pode ser encorajado, visando reduzir a exposição da 

população às práticas pouco seguras, evitando complicações decorrentes do uso indiscriminado de 

produtos naturais.  
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2.1 TERPENOS E ISOPULEGOL 

Óleos essenciais configuram-se como uma mistura complexa de compostos (CHOUHAN; 

SHARMA; GULERIA, 2017) sendo os terpenos os principais constituintes de óleos essenciais, 

constituindo uma importante e vasta classe química, contendo mais de 50.000 compostos (SATO, 

2013) e estão descritos na literatura como constituintes químicos responsáveis pelas mais diversas 

atividades biológicas, como atividade analgésica (GUIMARÃES; QUINTANS; 

QUINTANS‐ JÚNIOR, 2013), anticonvulsivante (SOUSA; QUINTANS; ALMEIDA, 2007), 

anti-inflamatória (SANTANA et al., 2014) e seguros como potencializadores da absorção 

percutânea de drogas (CHEN et al., 2016). Os terpenos são os constituintes químicos de maior 

ocorrência natural, extraídos principalmente de plantas, sendo compostos que podem apresentar 

importante volatilidade e compostos apenas de átomos de carbono, hidrogênio e oxigênio. Sua 

estrutura básica consiste em várias unidades repetidas de isopreno (C5H8) e são classificados em 

grupos de acordo com o número de carbonos que contêm (GERSHENZON; DUDAREVA, 2007; 

KIRBY; KEASLING, 2009; MEWALAL et al., 2017).  

Os terpenos, também conhecidos como isoprenoides, variam desde metabólitos primários 

(esteróis, carotenoides, hormônios) a metabólitos secundários específicos de uma espécie vegetal, 

estando associados ao mecanismo de defesa e à comunicação no meio ambiente (LANGE et al., 

2000). Nas plantas, a síntese dos terpenos acontece de forma compartimentalizada; os 

monoterpenos e diterpenos são produzidos em plastídeos pela via não-mevalonato, enquanto os 

sesqui e triterpenos são gerados no citosol pela via mevalonato (KIRBY; KEASLING, 2009).  

Os terpenos são formados a partir de duas rotas principais de síntese, a rota do ácido 

mevalônico (MVA) e a rota do metileritritol fosfato (MEP). A via do MEP ocorre principalmente 

nos plastídios, enquanto a MVA distribui-se entre citoplasma, retículo endoplasmático e 

peroxissomos (VRANOVÁ; COMAN; GRUISSEM, 2013). Na rota do MVA três moléculas de 

Acetil-CoA são utilizadas para formar o ácido mevalônico, que é pirofosforilado, descarboxilado 

e desidratado para produzir isopentil difosfato (IPP), unidade básica de formação dos terpenos. Na 

via MEP, o gliceraldeído-3-fosfato condensa-se com dois átomos 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 isômero do IPP (HENRY et al., 2018).  

Dentre os terpenos, os monoterpenos se destacam como componentes primários de óleos 

essenciais de várias espécies vegetais e as atividades biológicas dessas espécies têm sido 

atribuídas a esses compostos (QUINTANS-JÚNIOR et al., 2008). Os monoterpenos tem como 

estrutura básica a ligação 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 óleos 

essenciais (BAKKALI et al., 2008), podendo ser classificados em diferentes grupos, como 

monoterpenos acíclicos, monocíclicos, bicíclicos e glicosídeos iridoides. Os derivados dos 
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monoterpenos contendo heteroátomos (tipicamente o oxigênio) são conhecidos como 

monoterpenoides e esses, juntamente com os monoterpenos são amplamente estudados por suas 

potenciais atividades biológicas (SALAKHUTDINOV; VOLCHO; YAROVAYA, 2017).  

Os monoterpenos possuem uma grande variedade de estruturas (BAKKALI et al., 2008) 

com várias funções biológicas importantes como antimicrobiana (KORDALI et al., 2005), 

hipotensora e vasorrelaxante (BASTOS et al., 2010), anti-inflamatória (SANTANA et al., 2014) e 

analgésica (GUIMARÃES; QUINTANS; QUINTANS‐ JÚNIOR, 2013). 

Na indústria farmacêutica, os monoterpenos se destacam pelo seu relevante potencial 

nutracêutico (BASU; THOMAS, J. E.; ACHARYA, 2007; GHASEMI et al., 2009). Alguns 

estudos reportam a atividade anti-inflamatória dos monoterpenos modulando a liberação de 

citocinas pró e anti-inflamatórias, bem como regulando a liberação de outros mediadores 

inflamatórios (QUINTANS et al., 2019). No contexto do desenvolvimento de novos fármacos 

com potencial anti-inflamatório e analgésico, os monoterpenos tornaram-se objeto de grande 

interesse da indústria farmacêutica, com um expoente número de novas pesquisas e pedidos de 

patentes (GUIMARÃES et al., 2012; KOZIOL et al., 2014; PINA et al., 2017). 

 

Figura 01 - Estrutura química do isopulegol (C10H18O). 

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

 

Entre os monoterpenos, o isopulegol (Figura 01) é um álcool monocíclico que está 

presente nos óleos essenciais de diversas espécies vegetais, entre elas a espécie Corymbia 

citriodora Hook, constituindo cerca de 6,5% (ambos os isômeros) entre todos os constituintes do 

óleo essencial (VERNIN et al., 2004) e apresenta potenciais propriedades terapêuticas (SILVA et 

al., 2007). Plantas do gênero Cymbopogon e Eucalyptus são ricas em óleos essenciais que 

apresentam o ISO como um dos compostos majoritários e suas propriedades terapêuticas estão 

relacionadas com a presença de terpenos (EKPENYONG; AKPAN; NYOH, 2015; DHAKAD et 

al., 2018). O ISO é um importante intermediário na produção de (-) – mentol, uma substância 

amplamente utilizada em preparações farmacêuticas (LENARDAO et al., 2007) e o citronelal 

pode ser convertido em isopulegol com tratamento com ácido, a partir do qual uma mistura de 

 

https://cymitquimica.com/products/11-5036/89-79-2/-isopulegol/
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mentol estereoisomérica é produzida por um processo de hidrogenação catalítica (YADAV; 

NAIR, 2000). 

O ()-isopulegol (2-isopropenil-5-metilciclohexanol) tem sido usado amplamente na 

fabricação de produtos cosméticos (SOUZA, 2004; BHATIA et al., 2008) e a partir de uma reação 

de oxidação do ()-isopulegol, pode-se obter a ()-isopulegona (2-isopropenil-5-

metilciclohexanona), um composto cíclico contendo dois grupos alquila com configuração trans 

(MOREIRA; CORRÊA, 2003).  

Em estudos relacionados à atividade antinociceptiva do ISO foi sugerido o envolvimento 

dos receptores muscarínicos, do sistema opioide e L-arginina/NO/cGMP na sua atividade 

analgésica (PRÓSPERO et al., 2018). Pesquisas também sugeriram que o ISO apresentou efeitos 

anticonvulsivantes e bioprotetores e essa atividade pode estar relacionada à modulação positiva 

dos receptores tipo GABAA sensíveis a benzodiazepina, bem como às 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 patogênese da 

disfunção das células β-pancreáticas 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 após 14 dias de uma ingestão única de ISO, essa substância apresentou baixa 

toxicidade e não suprimiu a produção e atividade de anticorpos (BHATIA et al., 2008). O 

isopulegol, segundo a patente US20130084257 promoveu a absorção transdérmica de vários 

agentes farmacológicos com baixa irritação da pele, sendo sugerido como um promotor de 

absorção de alta segurança (não provocando irritações) e aplicabilidade (ISHIDA; OBATA; 

TAKAYAMA, 2013).  

Uma importante limitação na aplicação dos monoterpenos é a sua meia-vida curta e várias 

abordagens visam aprimorar as propriedades farmacológicas dos monoterpenos, incluindo 

sistemas que tenham por finalidade aumentar a solubilidade desses compostos em água 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 aplicações e assim como mais de 40% dos promissores agentes químicos, o 

isopulegol é praticamente insolúvel em água (HAMOUDI et al., 2012; CHEN et al., 2015). A 

biodisponibilidade oral dessas substâncias poderia ser modificada a partir do uso de novas 

formulações, como nanopartículas, (VENTURINI et al., 2011), micropartículas (RASSU et al., 

2015) e ciclodextrinas (MENEZES et al., 2013; PINHO et al., 2014).  
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Figura 02 – Estrutura química das três ciclodextrinas mais vendidas comercialmente (,  e ) e 

utilizadas na complexação com fármacos.  

 
Fonte: (CARNEIRO et al., 2019). 

 

Os complexos com ciclodextrinas (CDs) (Figura 02) são utilizados para melhorar a 

solubilidade, dissolução e taxas de biodisponibilidade de fármacos pouco solúveis em água 

(ABDOH et al., 2007; AL-MARZOUQI et al., 2008). As CDs são oligossacarídeos cíclicos cujo 

exterior é altamente hidrofílico (presença de grupos hidroxilas), enquanto a cavidade interior é 

hidrofóbica, interagindo com fatores também hidrofóbicos dos compostos, formando complexos 

de inclusão (FERNANDES et al., 2009; ZIELENKIEWICZ et al., 2010; AMBRUS et al., 2011). 

As ciclodextrinas tem altos níveis de biocompatibilidade e são aprovadas pela Food and Drug 

Administration (FDA), não sendo danosas aos seres humanos (JUG; BEĆIREVIĆ-LAĆAN, 

2008).  

As CDs além de promoverem uma melhora na solubilidade de moléculas biotivas 

aumentam a sua vida útil e reduzem as concentrações dessas moléculas necessárias para alcançar 

um efeito biológico (FANG; BHANDARI, 2010; CARLOTTI et al., 2011), modulando a taxa de 

entrega do princípio ativo encapsulado. Dentre as CDs, a β-ciclodextrina (β-CD) é empregada de 

forma ampla no encapsulamento de fármacos na indústria farmacêutica devido seu baixo custo e 

alta taxa de produção (ABDOH et al., 2007; AL-MARZOUQI et al., 2008; SALÚSTIO et al., 

2009; TSAI et al., 2010), e por eliminar propriedades desagradáveis dos fármacos, como odor e 

irritação, além de melhorar a estabilidade das drogas que são sensíveis à luz e oxigênio 

(MARQUES; HADGRAFT; KELLAWAY, 1990; ALI; UPADHYAY; MAHESHWARI, 2007). 

As β-CDs apresentam uma cavidade com diâmetro ideal para hospedar drogas (SZENTE; 

SZEJTLI, 2004) e se ligam às moléculas bioativas por meio de ligações não covalentes (TAO et 

al., 2014). Recentemente nosso grupo vem demonstrando vários benefícios da complexação de 

terpenos com β-CDs, inclusive com o aperfeiçoamento das propriedades farmacológicas destes 

compostos voláteis (COSTA et al., 2019; MARTINS et al., 2020; RAMOS et al., 2020).   
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Como ISO é um monoterpeno altamente volátil e insolúvel em água, a sua inclusão em β-

CD, conduziria à formação de um complexo com maior solubilidade em água, mais biodisponível 

e sem características tóxicas, visando o aperfeiçoamento das propriedades farmacológicas do ISO.   

 

2.2 INFLAMAÇÃO 

A vida dos organismos vivos depende da sua habilidade para se proteger de agentes 

patógenos exógenos bem como reparar danos a tecidos causados por traumas ou infecções 

(NATHAN; DING, 2010). No entanto, a reposta inflamatória pode prejudicar os tecidos 

envolvidos no processo inflamatório e causar importantes disfunções orgânicas (CASTELLHEIM 

et al., 2009). Quando ocorre a lesão, componentes celulares do sistema imune, cascata da 

coagulação sanguínea e vias inflamatórias são todas ativadas levando a um processo de 

diferenciação, proliferação e migração de células para que a integridade e homeostase dos tecidos 

sejam assim recuperadas e todo esse processo é ativado por meio de mediadores inflamatórios 

(AARABI; LONGAKER; GURTNER, 2007). 

A inflamação cursa assim como uma resposta biológica complexa contra agentes 

agressivos, que podem ser agentes patógenos irritantes ou até mesmo células danificadas, podendo 

se desenvolver de forma aguda ou crônica e envolver o sistema vascular local, sistema 

imunológico e uma gama de células do tecido lesado. A resposta inicial do processo inflamatório 

é uma resposta aguda que envolve o recrutamento e ativação de células do sistema imune inato, do 

sangue para os tecidos lesados. Contudo, com a persistência do agente causador da inflamação, o 

processo se cronificará, os tipos celulares no local da reação inflamatória mudarão 

progressivamente, caracterizando-se pela destruição, seguida de reparação do tecido lesionado 

(FERRERO‐ MILIANI et al., 2007).  

As alterações vasculares iniciam-se imediatamente após o estímulo inflamatório e 

desenvolvem-se nas primeiras horas, consistindo de vasodilatação, aumento do fluxo sanguíneo 

para o local da lesão, aumento da permeabilidade vascular com exsudação de volume plasmático 

(WILLIAMS, 1983). Os gatilhos envolvidos na iniciação do processo inflamatório residem na 

liberação de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias (NETEA et al., 2017) (Figura 03). 
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Figura 03 - Representação esquemática das principais alterações vasculares e celulares no 

processo inflamatório. 

 
Disponível 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 inflamação são o fator de 

necrose tumoral (TNF-α) e a interleucina 1 (IL-1) e ambas têm atividade autócrina e efeitos 

parácrinos, levando à ativação de macrófagos e neutrófilos. As citocinas levam a um aumento da 

permeabilidade vascular, resultado da ativação de células endoteliais, o que facilita o 

recrutamento de células para o local da lesão (DINARELLO, 2007). A produção dessas citocinas 

pró-inflamatórias pode ser induzida pela presença de lipopolissacarídeos presentes em micro-

organismos como bactérias, capazes de ativar macrófagos que liberam mediadores inflamatórios, 

bem como óxido nítrico, visando à restauração da homeostase tecidual (SÁ et al., 2014). Já as 

quimiocinas tem por função recrutar outras células imunes para o local da infecção (BONECCHI 

et al., 2009), como os neutrófilos, que fagocitam e destroem os patógenos. Os neutrófilos nos 

tecidos produzem substâncias capazes de atrair mais neutrófilos, macrófagos e células T e 

regulam sua atividade (BORREGAARD, 2010).  

Uma vez na circulação sanguínea, neutrófilos e monócitos ativados liberam citocinas e 

essas por sua vez estimulam a liberação de prostaglandinas que irão atuar no hipotálamo, 

mediando alguns sinais e sintomas como febre, fadiga, sonolência (SHATTUCK; 

MUEHLENBEIN, 2015). Além das prostaglandinas, outros produtos do metabolismo do ácido 

araquidônico (que incluem ambos os produtos das cicloxigenases (COX) - tromboxanos e 

prostaciclinas – e produtos da lipooxigenase (LOX) – os leucotrienos) também participam da 

resposta inflamatória, podendo estar envolvidos no recrutamento de leucócitos, mudanças no 

tônus vascular e fluxo sanguíneo (LANTZ et al., 2005).  

Outros mediadores envolvidos no processo inflamatório são as aminas vasoativas, 

histamina e serotonina, pré-formadas e armazenadas em grânulos celulares, liberadas após 

indução do processo inflamatório (KUMAR, 2010). Essas substâncias tem um importante papel 

http://www.interacaomedicamentosa.com/2018/04/inflamacao-aguda.html
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na resposta inflamatória por terem capacidade de causar contração da musculatura lisa, 

vasodilatação e proporcionar aumento da permeabilidade vascular (RAPPORT; GREEN; PAGE, 

1948). A histamina tem um importante papel nas respostas de hipersensibilidade e é uma amina 

vasoativa liberada por mastócitos, causando vasodilatação, edema e constrição do músculo liso 

(MACGLASHAN, 2003).  

O óxido nítrico (NO) é outra molécula envolvida em diversos processos biológicos, 

incluindo vasodilatação, broncodilatação, neurotransmissão, defesa antimicrobiana e regulação da 

reposta imune inflamatória (MONCADA, 1991). O NO está claramente envolvido no processo 

inflamatório devido seu papel na vasodilatação e em resposta a estímulos imunológicos ou 

microbianos, altas quantidades de NO são liberadas (DIJKSTRA et al., 1998). Além da 

vasodilatação, o NO promove outras alterações na resposta inflamatória como aumento da 

permeabilidade vascular e edema, incremento no fluxo sanguíneo e na produção de 

prostaglandinas (SALVEMINI et al., 1996).  

Além das citocinas envolvidas no processo inicial da inflamação, como o TNF-α e a IL-1, 

existe uma ampla variedade de citocinas com diferentes funções e ações. São polipeptídeos 

produzidos por vários tipos de células em resposta a diferentes estímulos e atuam como 

mediadores da inflamação e da resposta imune (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE, 

1997). Essas citocinas podem exercer suas funções atuando de forma sinérgica ou mesmo 

modulando as funções uma das outras (GALVÃO et al., 2018) e os diferentes tipos de citocinas 

incluem as interleucinas, fator de necrose tumoral e interferons, sendo esses últimos envolvidos na 

resposta imune antiviral (LOPUŠNÁ et al., 2013).  

 Outro mecanismo envolvido no controle da resposta inflamatória é a ativação do sistema 

complemento, que desempenha papel fundamental na resposta imune inata, contribuindo para 

eliminação de patógenos, células anormais e doentes. É um sistema complexo composto por 

proteínas sintetizadas no fígado e liberadas na circulação (DUNKELBERGER; SONG, 2010; 

LUBBERS et al., 2017). Seu envolvimento no controle da resposta inflamatória está relacionado a 

sua ligação a imunocomplexos e células apoptóticas, auxiliando na retirada dos mesmos do local 

da inflamação (NESARGIKAR; SPILLER; CHAVEZ, 2012).  

Os mecanismos que objetivam a resolução da resposta inflamatória têm primordial 

importância no retorno à homeostase e é um processo ativo que visa não somente a eliminação do 

agente estressor, mas a reprogramação funcional de células através de mediadores (NETEA et al., 

2017). Uma resolução bem sucedida limita a lesão tecidual e reduz as possibilidades do 

desenvolvimento de uma inflamação crônica imuno-mediada (COTRAN; KUMAR; STANLEY, 

2004).  

O reparo tecidual para a maioria das lesões se dá pela formação de tecido fibroso, 

produzido principalmente por fibroblastos (AARABI; LONGAKER; GURTNER, 2007). A 



 

24 

cicatriz é caracterizada por fibroblastos e uma matriz desorganizada, formada principalmente por 

colágeno (RUH et al., 2013). Entretanto, quando a resposta ao estímulo nocivo é desregulada e o 

estímulo é persistente, a resposta inflamatória se cronifica e esta condição está associada com uma 

diversidade de distúrbios inflamatórios crônicos, incluindo quadros de artrites, doenças 

autoimunes, doenças cardiovasculares e até mesmo câncer (MEDZHITOV, 2008). 

A dor, um dos sinais clássicos do processo inflamatório, também chamada de dor 

inflamatória, resulta da interação entre mediadores já conhecidos e seus receptores nos neurônios 

sensoriais primários nociceptivos no sistema nervoso periférico (BASBAUM et al., 2009). Os 

mediadores inflamatórios importantes na transmissão nociceptiva podem ser divididos em dois 

grupos: mediadores que sensibilizam os nociceptores e os que ativam nociceptores já 

sensibilizados, representados pelas citocinas e prostaglandinas, cininas e neuropeptídeos 

respectivamente (MILLAN, 1999).  

 

2.3 NOCICEPÇÃO 

A dor se apresenta como uma resposta adaptativa essencial para a manutenção da 

integridade do organismo frente a estímulos que gerem danos teciduais reais ou potenciais, 

afetando a qualidade de vida e as atividades diárias dos indivíduos (PINHO-RIBEIRO et al., 

2016). É uma experiência complexa que envolve componentes sensório-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 sensação subjetiva, resultado de uma 

experiência emocionalmente desagradável (CALVINO; GRILO, 2006) enquanto a nocicepção 

pode ser compreendida como a detecção de estímulos potenciais ou realmente prejudiciais. Nesse 

contexto é importante salientar que nocicepção e dor são distintas em aspectos, já que um 

indivíduo com lesões teciduais pode ou não apresentar comportamento de dor (KOPF, 

ANDREAS; PATEL, 2009). 

Em relação à classificação, a dor pode ser categorizada de acordo com os mecanismos 

fisiológicos envolvidos, duração e gravidade, mecanismos neuroquímicos, local anatômico 

acometido, bem como causas e características temporais. Quanto à sua origem ou fisiopatologia a 

dor pode ser classificada como nociceptiva (quando ocorre ativação excessiva dos nociceptores, 

cujas terminações se localizam na pele, vísceras e outros órgãos); neuropática ou neurogênica 

(resultante do processamento somatossensorial anormal a nível periférico ou central), e em 

psicogênica (dor de origem psicológica e que não possui fator somático identificável) (MILLAN, 

1999).   

A dor aguda está associada a uma ativação de nociceptores a partir de uma injúria tecidual, 

podendo desaparecer de forma rápida ou então se cronificar como consequência de uma lesão 
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persistente, ultrapassando o tempo de recuperação do organismo, trazendo incapacidade e 

sofrimento (MILLAN, 2002). Nesses casos, o estado de dor é patológico, desadaptativo e 

debilitante (WOLLER et al., 2017). 

Os nociceptores ou receptores para dor são um conjunto de neurônios sensoriais 

especializados que medeiam a dor, sendo densamente encontrados em tecidos periféricos e 

respondem a estímulos mecânicos, térmicos ou químicos, que podem se constituir em estímulos 

nocivos para o organismo (PINHO-RIBEIRO et al., 2016). Esses estímulos são transmitidos até o 

sistema nervoso central onde é processado e interpretado pelo córtex cerebral como dor. As fibras 

nociceptivas são compostas por nervos aferentes e eferentes, diferenciadas entre si pelo diâmetro 

da fibra, mielinização, velocidade de transmissão de um estímulo e pelo tipo de sensação dolorosa 

(FEIN, 2010).   

Em contraste com os receptores de pressão e toque, os nociceptores são terminações 

nervosas livres e podem ser classificadas em dois tipos de fibras: fibras pequenas e mielinizadas, 

as fibras Aδ e fibras C, menores e não-mielinizadas (LYNN, 1994). As fibras Aδ são sensíveis ao 

estímulo térmico, diâmetro de 1-5 µm, velocidade de condução de 5-40 m/s e carregam 

informações de calor, frio e mecanotérmica; já as fibras C são termicamente sensíveis, possuem 

diâmetro de 0,02-1,5 µm, velocidade de condução de 0,5-2 m/s e carregam informações mecânica, 

térmica e/ou química (JOHN SMITH, 2018; WOLLER et al., 2017; BISTA; IMLACH, 2019).   

As fibras C são estimuladas secundariamente às fibras Aδ, e somente se o estímulo nocivo 

for persistente, uma vez ativadas as fibras C elas rapidamente se adaptam ao estímulo (TRACEY, 

2017; WOLLER et al., 2017; SNEDDON, 2018). Acredita-se que as fibras Aδ sinalizam a 

chamada “primeira dor” devido a sua alta velocidade de condução (KOLTZENBURG; STUCKY; 

LEWIN, 1997) enquanto as fibras C estão envolvidas na sensação de dor a longo prazo, 

principalmente devido a sua lenta velocidade de condução (SNEDDON, 2018). 

Os terminais nervosos dos nociceptores expressam canais iônicos controlados por ligantes 

ou voltagem, que são as chaves moleculares na transdução dos estímulos nocivos. Na periferia, a 

ativação de nociceptores nas terminações das fibras Aδ e C levará a modificações na membrana 

que resultará no disparo de um potencial de ação. Esse estímulo, uma vez transformado em 

estimulo elétrico, será transportado até o sistema nervoso central e interpretado no córtex como 

dor (ROCHA et al., 2007). O sistema nervoso tem uma capacidade expressiva em propagar sinais, 

cuja velocidade chega a milissegundos, dada essa característica os receptores para dor estão 

devidamente posicionados para que sejam os primeiros estimulados por patógenos ou lesões 

teciduais (PINHO-RIBEIRO et al., 2016).  

Em face das lesões teciduais células são danificadas, ocorre extravasamento de plasma, 

movimentação de células inflamatórias no local da lesão levando à liberação de vários produtos 

ativos, como aminas, citocinas, lipídeos, peptídeos 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 substâncias citadas e uma vez ativando esses receptores uma despolarização 

se desenvolverá, com aumento do cálcio (DELMAS; HAO; RODAT-DESPOIX, 2011) e sódio 

intracelulares e diminuição dos íons cloreto e potássio nesse meio (LAI et al., 2002) 

 

Figura 04 – Representação dos mecanismos básicos da dor: lesão tecidual, liberação de 

mediadores químicos e transmissão do estímulo doloroso. 

 

Fonte: disponível em: http://etnomedicina.blogspot.com/2012/ Acesso em: 19 de junho de 2020 

 

A informação nociceptiva é mediada pelo gânglio da raiz dorsal e transportada através dos 

tratos da via ascendente, chegando em várias áreas do cérebro, como a formação reticular, sistema 

límbico, hipotálamo, gânglios da base, substância cinza periaquidutal, córtex somotassensorial, 

entre outros (KNIERIM, 2015) e nesse contexto, o cérebro pode exercer controle sobre a dor 

descendente. A ativação de regiões como mesencéfalo e áreas medulares podem reduzir a 

nocicepção; a substância cinza periaquidutal recebe informações de outras partes do cérebro e 

pode assim exercer um efeito analgésico profundo; e a medula rostral ventromedial pode inibir a 

informação nociceptiva e junto da substância cinza periaquidutal podem influenciar a dor e a 

nocicepção (SNEDDON, 2018). 

Na sensibilização central os aminoácidos excitatórios, como o glutamato e o aspartato, 

ativam receptores específicos, seguido da produção de segundos mensageiros como AMPc, 

proteínas PKA e PKC, fosfolipase A e C, promovendo a abertura de canais de cálcio e produção 

de mediadores como prostaglandinas, NO, glutamato e substância P, que contribuirão para a 

sensação dolorosa (JI et al., 2003; ROCHA et al., 2007). 

O glutamato é um importante neurotransmissor excitatório do sistema nervoso central 

(LIAN et al., 2018) e pode ativar tanto receptores ionotrópicos, como os receptores N-metil-D-

aspartato, alfa-amino-3-hidroxi-metilisoxazolepropionato (AMPA) e cainato, como também 

http://etnomedicina.blogspot.com/2012/
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receptores metabotrópicos que são acoplados pela proteína G (GOUDET et al., 2009). Os 

receptores glutamatérgicos têm um importante papel na modulação da transmissão da dor, tanto a 

nível central como periférico (ZHUO, 2017). Em situações de estresse ou quando a dor é 

persistente, estudos demonstram que a quantidade de glutamato a nível de coluna espinhal 

permanece elevada (YAN et al., 2009; QUINTERO; CARDENAS; SUAREZ-ROCA, 2011) 

levantando a importância da modulação glutamatérgica, na efetividade na redução da dor  

A dor interfere na capacidade produtiva do ser humano e pode afetar a sua qualidade de 

vida de maneira transitória ou permanente. A dor é uma manifestação frequente de pacientes que 

buscam soluções nas mais diversas estratégias terapêuticas. Várias classes de fármacos são 

utilizadas na terapia da dor, seja ela inflamatória ou não (PEURA; GOLDKIND, 2005).  

Dentre as estratégias farmacológicas para o tratamento da dor, visando minimizar as 

sensações desagradáveis por ela provocadas, as principais classes de fármacos utilizadas são os 

analgésicos opiides, os anti-inflamatórios não-esteroidais (AINES), os corticosteroides e ainda, os 

anticonvulsivantes e antidepressivos. O manejo farmacológico da dor traz por muitas vezes, 

efeitos colaterais indesejáveis, problemática 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 prevalência dos distúrbios da dor e dos impactos na vida dos seus 

portadores, poucos foram os avanços efetivamente traduzidos para o cenário clínico nas últimas 

décadas (GREGORY et al., 2013). Frente a essa problemática, os modelos animais de nocicepção 

vem sendo cruciais na compreensão dos processos relacionados a dor.  
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RESUMO 

 

O isopulegol é um composto terpênico comumente presente em óleos essenciais de várias 

plantas aromáticas e pode apresentar várias atividades farmacológicas importantes. Este estudo 

teve por objetivo avaliar o efeito antinociceptivo do monoterpeno isopulegol (ISO) e seu 

complexo de inclusão em β-ciclodextrinas (ISO/CD), bem como investigar as vias de sinalização 

envolvidas na resposta antinociceptiva. Foram avaliados os efeitos do ISO 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, contorções abdominais por ácido acético, placa quente 

e hipernocicepção mecânica plantar. Camundongos machos e fêmeas (Mus musculus), pesando 

entre 20-30 g foram divididos em grupos de 6 animais. A administração 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 contorções 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 

avaliação dos efeitos sobre SNC, efeito antinociceptivo central e periférico e avaliação das vias 

de sinalização envolvida no potencial analgésico. O ISO e o ISO/CD, ambos na dose de 10 

mg/kg v.o., não apresentaram alterações sobre os parâmetros avaliados do SNC e os resultados 

sugeriram haver ação antinociceptiva aguda nos testes de formalina, contorções abdominais, 

placa quente e hipernocicepção mecânica plantar, propondo o envolvimento das vias de 

sinalização opioide, canais de potássio, colinérgica, óxido nítrico, via monofosfato cíclico de 
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guanosina, vaniloide e glutamatérgica. Os resultados sugerem que o ISO e o ISO/CD apresentam 

um potencial antinociceptivo promissor, como possível alternativa para o tratamento 

farmacológico da dor, demonstrando que a inclusão do ISO em ciclodextrinas aperfeiçoa as suas 

propriedades farmacológicas, uma vez que o processo de complexação envolve quantidades bem 

inferiores do composto o que contribui para melhor biodisponibilidade e menor probabilidade do 

desenvolvimento de efeitos colaterais. 

  

Palavras-chave:  isopulegol; nocicepção; ciclodextrinas.  

 

1 INTRODUÇÃO 

 

A dor se apresenta como uma resposta adaptativa essencial para a manutenção da 

integridade do organismo frente a estímulos que gerem danos teciduais reais ou potenciais 

(PINHO-RIBEIRO et al., 2016). É uma experiência complexa que envolve componentes 

sensório-discriminativos, afetivo-motivacionais e cognitivo-emocionais, processada por uma 

complexa rede neural, abrangendo diversos mecanismos (CAO et al., 2014). Embora dor e 

nocicepção sejam considerados termos distintos, a dor não pode acontecer sem a nocicepção, um 

processo que envolve a detecção de estímulos que possam vir a ser prejudiciais, com 

consequente comportamento reflexo imediato e defensivo (SNEDDON, 2018). Logo, a 

nocicepção é um mecanismo sensorial crítico para a sobrevivência animal, permitindo a detecção 

de estímulos prejudiciais e prevenção de danos teciduais (TRACEY, 2017). Entretanto, a dor é 

sinal cognitivo que interfere na capacidade produtiva do ser humano afetando a sua qualidade de 

vida de maneira transitória ou permanente, sendo uma manifestação clínica frequente, 

consequência de diversos processos patológicos (PEURA; GOLDKIND, 2005). Os principais 

desafios no gerenciamento das condições dolorosas agudas e crônicas surgem como resultado do 

desconhecimento e da não compreensão dos mecanismos da dor (MENDONÇA et al., 2010) e 

dos efeitos colaterais decorrentes do tratamento terapêutico.  

Li et al., (2009) afirmam que historicamente, a maioria dos novos medicamentos 

disponíveis no mercado tem sido gerada a partir de produtos naturais ou compostos derivados de 

produtos naturais. Apesar de um número substancial de medicamentos analgésicos estar 

disponível para o tratamento da dor, a busca por novas drogas como alternativas terapêuticas 

continua (AMARAL et al., 2007), já que, o manejo farmacológico da dor traz por muitas vezes 

efeitos colaterais indesejáveis e potencial de tolerância e dependência farmacológica.  

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

utilizados na síntese de drogas mais seletivas (GONCALVES et al., 2008) incluindo novos 
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agentes analgésicos. Os terpenos são considerados uma das maiores classes de metabólitos 

secundários (PERVEEN; AL-TAWEEL, 2018) cuja funções variam desde termoproteção e 

aromatizante, sendo também utilizados por suas propriedades medicinais (YANG et al., 2012). 

Dentre os terpenos, os monoterpenos constituem um grupo com várias atividades biológicas 

(QUINTANS et al., 2019), sendo compostos relevantes devido às suas atividades 

farmacológicas, como antioxidantes, anti-inflamatórios, antitumorais, cardioprotetores, 

neuroprotetores, entre outros (JAKARIA et al., 2018).  

Dentre os monoterpenos oxigenados, o isopulegol (p-Menth-8-en-3-ol, C10H18O) é 

composto comumente presente em óleos essenciais de várias plantas aromáticas e pode 

apresentar várias atividades farmacológicas importantes como a atividade protetora sobre células 

beta pancreáticas e estímulo à secreção de insulina em ratos diabéticos (KALAIVANI; 

SANKARANARAYANAN, 2019), potencial agente anticancerígeno contra carcinoma de 

pulmão (VELU, 2020), atividade gastroprotetora (SILVA et al., 2009), anti-inflamatória e 

antiedematogênica (RAMOS et al., 2020) e ação antinociceptiva (PRÓSPERO et al., 2018).  

Uma importante limitação na aplicação dos monoterpenos, entre eles o isopulegol, como 

potenciais terapêuticos está 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 aplicação terapêutica. Neste sentido, várias abordagens fisicoquímicas e 

farmacotécnicas visam aprimorar suas propriedades farmacológicas, incluindo sistemas de 

incorporação que tenham por finalidade reduzir sua perca por volatilidade, aumentar a 

solubilidade desses compostos em água e consequentemente sua biodisponibilidade (MENEZES 

et al., 2012; MOURTZINOS et al., 2008; SERAFINI et al., 2010). Desta forma, a 

biodisponibilidade oral de substâncias com características físico-químicas semelhantes as do 

isopulegol, podem ser modificadas a partir do uso de formulações nanoestruturadas como 

nanopartículas (VENTURINI et al., 2011), micropartículas (RASSU et al., 2015) e complexação 

em ciclodextrinas (MENEZES et al., 2013; PINHO et al., 2014) aperfeiçoando a solubilidade, 

dissolução e taxas de biodisponibilidade de substâncias com potencial terapêutico pouco solúveis 

em água (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 inclusão em β-ciclodextrina (β-CD) em 

modelos animais, bem como investigar as possíveis de sinalização envolvidas na resposta 

antinociceptiva. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Os compostos utilizadoss nos experimentos foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, EUA). Todas as substâncias foram preparadas imediatamente antes das 

administrações por via oral, intraperitoneal, intraplantar e subcutânea, de acordo com o peso dos 

animais (0,1 mL/10 g de massa corporal) e protocolos específicos. Isopulegol e seu complexo 

em β-ciclodextrina (complexação de pasta, H2O: 12,465 ± 0,71%; óleo de superfície: 0,86%; 

óleo total: 59,62%; complexo ISOP: 58,76% e razão de complexação: 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 fêmeas (Mus musculus) pesando entre 20-30 g, foram 

obtidos na Unidade de Contenção de Animais da Universidade Regional do Cariri. Os animais 

foram alojados com ração e água ad libitum (Labina, Purina, Brasil) em sala com temperatura 

controlada de    a     C, em ciclo claro/escuro de 12 h. Previamente aos experimentos, os 

animais foram mantidos no Laboratório de Farmacologia e Química Molecular (LFQM) da 

Universidade Regional do Cariri – URCA - por um período de 24 h para aclimatação. O estudo 

foi realizado de acordo com as recomendações do Conselho Nacional de Controle da 

Experimentação Animal (CONCEA) e os protocolos foram aprovados pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais da Universidade Regional do Cariri (CEUA Nº 120/2018-GR). 

 

2.2 Ensaios 

Para avaliação do efeito antinociceptivo foram realizados os seguintes protocolos: teste 

de formalina 2,5%, contorções abdominais induzidas por ácido acético 0,6%, placa quente e teste 

de hiperalgesia mecânica plantar. Os animais foram divididos em grupos (n = 6) com tratamento 

com solução salina 0,9% (0,1 mL/10 g/ v.o.), ISO e ISO/CD (1, 5 e 10 mg/kg v.o.) no teste de 

triagem de formalina e contorções abdominais. Para os demais ensaios e avaliação das vias de 

sinalização da dor foi utilizada a menor dose efetiva de ISO e ISO/CD - 10 mg/kg - definida nos 

protocolos anteriores de triagem. Para a avaliação da sinalização da dor envolvida na resposta 

antinociceptiva foram investigadas as vias opioide, canais K
+

ATP, colinérgica, adrenérgica α2, 

óxido nítrico, adenosinérgica, dopaminérgica, vaniloide, glutamatérgica e monofosfato cíclico de 

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

A avaliação da influência do ISO 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: solução salina 0,9% (0,1mL/10 

g), ISO e ISO/CD (10 mg/kg). Após 1 h (v.o) os animais foram colocados individualmente em 

campo aberto por um período de 5 min, onde foram registrados seus comportamentos de 

exploração horizontal (número de travessias), comportamento de autolimpeza (“gromming”) e 

exploração vertical (“rearing”) (ARCHER, 1973). 

2.3.2 Rota-rod  

Camundongos Swiss (n = 6) foram selecionados e pré-treinados com até 3 sessões (1 

min) 24h antes do tratamento. Os animais selecionados foram divididos em grupos e tratados 

respectivamente com solução salina 0,9% (0,1mL/10 g), ISO e ISO/CD (10 mg/kg) onde após 1 

h (v.o.) os animais foram colocados no aparelho rota-rod por 1 min (16 rpm) e o número 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 solução salina 0,9% (0,1mL/10 g), ISSO 

e ISO/CD (1, 5 e 10 mg/kg). Após 1 h (v.o.), os animais foram injetados com 20 µL de formalina 

(2,5%) na pata direita traseira (espaço subplantar) e colocados individualmente logo em seguida 

sob um funil de vidro invertido, próximo a um espelho para facilitar a observação. O tempo foi 

registrado (segundos), em que o animal lambeu, continuou lambendo ou mordendo a pata 

injetada ("linking time") durante a primeira fase, atribuído à fase neurogênica (0-5 min.) e 

segunda fase caracterizada como inflamatória (15-30 min) (TJØLSEN et al., 1992).  

 

2.4.2 Contorcões abdominais induzidas por ácido acético (0,6%) 

Camundongos Swiss (n = 6) foram tratados com solução salina 0,9% (0,1mL/10 g), ISO e 

ISO/CD (1, 5 e 10 mg/kg). Após 1 h (v.o.) dos tratamentos, os animais receberam ácido acético 

glacial PA (0,6%/0,1 mL/10 g i.p.) diluído em água para injeção. Após a administração de ácido 

acético, os animais foram colocados sob funis de vidro transparentes individuais por 30 min e o 

número de contorções abdominais foi quantificado cumulativamente e caracterizado pela 

contração e rotação do abdômen, seguida pela extensão de uma ou ambas as patas traseiras 

(STEVENSON; BILSKY; NEGUS, 2006).  
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2.5 Avaliação da ação antinociceptiva central e periférica do ISO e ISO/CD 

2.5.1 Placa Quente 

  Camundongos Swiss (n = 6) foram colocados individualmente em uma placa quente (  –

    C    ,   C) e após a obtenção de dois valores basais 24 h e 30 min antes do teste, os 

camundongos foram tratados (v.o.) de acordo com os grupos: solução salina 0,9% (0,1mL/10 g), 

ISO e ISO/CD (10 mg/kg). Em seguida, a resposta foi avaliada após 30, 60, 120 e 180 min após 

a administração do tratamento com o tempo máximo 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 lesões nas 

patas. A resposta nociceptiva foi caracterizada por agitação 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 os momentos. 

 

2.5.2 Teste de hiperalgesia mecânica plantar 

Camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 3 grupos tratados com solução salina 

0,9% (0,1mL/10 g), ISO e ISO/CD (10 mg/kg). Após 60 min (v.o.) dos tratamentos, todos os 

animais foram injetados com    μL de CFA (2,5%) na pata traseira direita. Os animais foram 

colocados individualmente em caixas de vidro sobre superfície elevada e cobertas com tela de 

arame. Os estímulos foram aplicados com o filamento do anestesiômetro Von Frey na superfície 

plantar injetada. O aparelho registra a força 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 após estimulação 

mecânica. Todos os testes foram realizados após a obtenção de duas medidas basais (com 

intervalo de 24 h) (MARTINOV et al., 2013). Após a injeção de CFA, cada animal foi avaliado 

em 1, 2, 3, 4 e 24 h. Os resultados foram expressos como a média da diferença entre o valor 

basal e após a injeção de CFA (Δ), nos períodos de tempo citados (OLIVEIRA et al., 2015; 

YOWTAK et al., 2011).  

 

2.6 Vias de sinalização da dor envolvidas na resposta antinociceptiva ISO e ISO/CD (opióide, 

canais de potássio, colinérgico, α2 adrenérgico, óxido nítrico, adenosinérgico, dopaminérgico, 

vanilóide, glutamatérgico e monofosfato cíclico de guanosina) 

 

2.6.1 Participação do sistema opioide 

Camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 8 grupos, de modo que os primeiros 4 

grupos foram tratados com solução 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 opióide (4 mg/kg i.p.) 15 min antes do tratamento. Após 1 h 
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(v.o.) ou 30 min (s.c.) dos tratamentos, os animais foram avaliados com o teste de nocicepção 

induzida por formalina a 2,5% (0-5 min.) (STEVENSON; BILSKY; NEGUS, 2006). 

 

2.6.2 Participação dos canais K
+

ATP  

Camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 6 grupos para a avaliação da 

participação dos canais K
+

ATP no efeito antinociceptivo dos compostos, onde 4 grupos foram 

tratados com solução 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 após 30 min receberam o ISO ou ISO/CD (10 mg/kg). A resposta nociceptiva foi 

avaliada após 1 h (v.o.) ou 30 min (i.p.) dos tratamentos, através do teste de nocicepção induzida 

por formalina a 2,5% (0-5 min) (BEIRITH; SANTOS; CALIXTO, 2002).  

 

2.6.3 Participação da via L-arginina/Óxido nítrico/cGMP 

Camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 8 grupos, onde os primeiros 4 grupos 

foram tratados com solução salina 0,9% (0,1 mL/10 g), L-NOARG (inibidor de óxido nítrico 

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.o.) ou 30 min (i.p.) após o tratamento, os animais foram 

avaliados através do teste de nocicepção induzida por formalina a 2,5% (0-5 min) 

(SCHMIDTKO; TEGEDER; GEISSLINGER, 2009).  

 

2.6.4 Participação da via do monofosfato cíclico de guanosina 

Para verificar o envolvimento do monofosfato cíclico de guanosina na antinocicepção 

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 administração do ISO e ISO/CD 

(10 mg/kg). Além disso, outros grupos foram tratados apenas com ISO ou ISO/CD (10 mg/kg) 

ou azul de metileno (20 mg/kg, i.p.). A resposta nociceptiva foi avaliada após 1 h (v.o.) ou 15 

min (i.p.) dos tratamentos, através da injeção intraplantar de    μL de solução de formalina e 

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

  

2.6.5 Participação do sistema colinérgico 

Camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 8 grupos, onde os 4 primeiros grupos 

foram tratados com solução 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 não 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.o.) ou 30 min (i.p.) após o tratamento, os animais foram 

avaliados em relação ao teste de formalina a 2,5% (0–5 min) (SCHECHTMANN et al., 2008).  

 

 

2.6.6 Participação do receptor α-2 adrenérgico 

Camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 8 grupos, onde os 4 primeiros grupos 

foram tratados com solução salina 0,9% (0,1 mL/10 g v.o.), clonidina (α-2 agonista 0,1 mg/kg 

i.p.), ISO e ISO/CD (10 mg/kg), enquanto os outros 4 grupos receberam ioimbina (antagonista α-

2 - 0,15 mg/kg i.p.) 15 min antes do tratamento com ISO ou ISO/CD. Em seguida, 1 h (v.o.) ou 

30 min (i.p.) após o tratamento os animais foram avaliados em relação ao teste de formalina a 

2,5% (0-5 min) (SANTOS et al., 2005).  

 

2.6.7 Participação do sistema vanilóide 

Camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 4 grupos que foram tratados com 

solução salina 0,9% (0,1 mL/10 g), vermelho de rutênio (antagonista TRP não seletivo 3 mg/kg 

i.p.) (TOMINAGA et al., 1998), ISO e ISO/CD (10 mg/kg). Então, 1 h (v.o.) ou 30 min (i.p.) 

após o tratamento os animais foram analisados por 5 min em relação à nocicepção induzida pela 

injeção intraplantar de 20 µl 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 Participação do sistema dopaminérgico 

Camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 6 grupos: os primeiros 4 grupos foram 

tratados com solução salina 0,9% (0,1 mL/10 g), haloperidol (antagonista não seletivo do 

receptor de dopamina 2 mg/kg i.p.), ISO e ISO/CD (10 mg / kg), enquanto os outros 2 grupos 

foram pré-tratados com haloperidol 15 min antes do tratamento com ISO ou ISO/CD. Em 

seguida, 1 h (v.o.) ou 30 min (i.p.) após o tratamento os animais foram avaliados em relação ao 

teste de formalina a 2,5% (0–5 min) (FINAN; SMITH, 2013).  

 

2.6.9 Participação do sistema adenosinérgico 

Camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 6 grupos: os primeiros 4 grupos foram 

tratados com solução salina 0,9% (0,1 mL/10 g), cafeína (10 mg/kg i.p.), ISO e ISO/CD (10 

mg/kg), enquanto os outros 2 grupos foram pré-tratados com cafeína 15 min antes do tratamento 

com ISO ou ISO/CD. Em seguida, 1 h (v.o.) ou 30 min (i.p.) após o tratamento os animais foram 

avaliados em relação ao teste de formalina a 2,5% (0–5 min) (FERRÉ et al., 2007).  

2.6.10 Participação do sistema glutamatérgico 
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Camundongos Swiss (n = 6) foram divididos em 4 grupos tratados com solução salina 

0,9% (0,1 mL/10 g), ácido ascórbico (antagonista do receptor NMDA 100 mg/kg i.p.), ISO e 

ISO/CD (10 mg/kg). Então, 1 h (v.o.) ou 30 min (i.p.) após o tratamento os animais foram 

analisados por 15 min em relação à nocicepção induzida pela injeção intraplantar de 20 µl de 

glutamato tamponado a 20 µmoL/pata, onde o tempo (segundos) que o animal passou lambendo 

a pata foi considerado um parâmetro sugestivo de dor (ZERAATI; ARAGHCHIAN; FARJOO, 

2014).  

 

2.7 Expressão dos dados e análise estatística 

 Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão da média (E. P. M), 

avaliados pela análise de variância (ANOVA) de uma via e ou de duas vias, utilizando os testes 

de múltipla comparação de Tukey, sendo os cálculos realizados a partir do software estatístico 

GraphPad Prism (versão 6.0), de acordo com os valores obtidos nos testes. Para todas as 

análises 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 neurogênica: 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 solução salina, enquanto o ISO/CD (10, 5 e 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 inflamatória: 15-30 min), apenas as doses de 10 e 5 mg/kg de ISO 

demonstraram uma redução 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 não difiram entre si, o grupo ISO/CD apresenta 

características farmacológicas aperfeiçoadas pelas ciclodextrinas, já que o processo de 

complexação 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.o.) no teste de formalina 

 
 

Efeito do ISO e ISO/CD (10, 5 e 1 mg/kg/v.o.) 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). Análise estatística: ANOVA seguido pelo 

teste de Tukey com múltiplas comparações (a1p<0.05; a2p <0.01; a3p <0.001; a4p <0.0001 vs. grupo salina).  

 

3.1.2 Contorções abdominais por ácido acético 

As doses de ISO e ISO/CD (10, 5 e 1 mg/kg) reduziram significativamente o número de 

contorções 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 ISO e ISO/CD (10, 5 e 1 mg/kg/v.o.) no teste de contorções abdominais 

por ácido acético. 

 
 Efeito do ISO e ISO/CD (10, 5 e 1 mg/kg/v.o.) no teste de contorções abdominais por ácido acético. Valores 

representam a média ± S.E.M. (n=6/grupo). Análise estatística: ANOVA seguido pelo teste de Tukey com múltiplas 

comparações (a1p<0.05; a2p <0.01; a3p <0.001; a4p <0.0001 vs. grupo salina).  
 

3.2 Avaliação da ação antinociceptiva central e periférica do ISO e ISO/CD  

Para avaliação do mecanismo central e periférico, e possível via envolvida na ação 

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

 

 



 

67 

3.2.1 Placa Quente 

O tratamento com ISO (10 mg/kg) aumentou o tempo de permanência da placa em 

71,21%, enquanto o ISO/CD (10 mg/kg) aumentou o tempo de permanência em 71,61% quando 

comparado ao grupo salina no intervalo de tempo de 30 a 180 minutos (Figura 03).  

 

Figura 03 – Efeito do ISO e ISO/CD (10 mg/kg/v.o.) no tempo de permanência na placa quente 

 
Efeito do ISO e ISO/CD (10 mg/kg/v.o.) no tempo de permanência na placa quente. Valores representam a média ± 

S.E.M. (n=6/grupo). Análise estatística: ANOVA seguido pelo teste de Tukey com múltiplas comparações 

(a1p<0.05; a2p <0.01; a3p <0.001; a4p <0.0001 vs. grupo salina).  

 

3.2.2 Teste de hipernocicepção mecânica por pressão - Von Frey 

O tratamento com ISO e ISO/CD na dose de 10 mg/kg, apresentaram efeitos 

antinociceptivos significativos no teste de hipernocicepção mecânica plantar, ambos a partir da 

segunda hora de avaliação do teste, aumentando o tempo de resposta do animal à pressão. Pode-

se observar que o ISO e o ISO/CD aumentaram o tempo de latência 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.o.) sobre a hipernocicepção mecânica plantar 

analisada por aparelho de Von Frey 

 
Efeito do ISO e ISO/CD (10 mg/kg/v.o.) no teste de hipernocicepção mecânica plantar. (A) Efeito ISO e ISO/CD 

(10 mg/kg/v.o.) em função dos tempos de avaliação; (B) Resultados do ISO e ISO/CD (10 mg/kg/v.o.) em função 

do efeito. Valores representam a média ± S.E.M. (n=6/grupo). Análise estatística: ANOVA seguido pelo teste de 

Tukey com múltiplas comparações (a1p<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 ISO e ISO/CD (10 mg/kg) não alterou o número de cruzamentos 

com percentuais de 90 e 92,4% respectivamente (Figura 05A). Com relação ao comportamento 

de autolimpeza (“gromming”) os percentuais observados foram 86,6 e 91,8% (Figura 05B), e em 

relação ao comportamento exploratório vertical (“rearing”) foram 89% e 91,8% (Figura   C) 

respectivamente, quando comparado ao grupo solução salina. 

O tratamento oral com ISO e ISO/CD (10 mg/kg) não apresentou diferenças 

significativas quanto ao número de quedas quando comparado ao grupo solução salina (Figura 

05D). Então, esses resultados demonstram que o ISO e ISO/CD (10 mg/kg) não apresentam 

efeito depressor sobre o SNC ou redução do reflexo da resposta motora. 

 

Figura 05 - Efeito do ISO e ISO/CD (10 mg/kg/v.o.) no teste de campo aberto (A, B e C) e no 

teste de rota rod (D) 

  

  

Efeito do ISO e ISO/CD (10 mg/kg/v.o.) no (A) número de cruzamentos (B), autolimpeza ou “gromming” e (C) 

exploração vertical ou “rearing” no teste do campo aberto; (D) Teste do Rota Rod. Análise estatística: ANOVA 

seguido pelo teste de Tukey com múltiplas comparações (a1p<0.05; a2p <0.01; a3p <0.001; a4p <0.0001 vs. grupo 

salina).  
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3.4 Vias de sinalização de dor envolvidas na resposta antinociceptiva do ISO e ISO/CD 

(opióide, canais de potássio (K
+

ATP), colinérgico, α2-adrenérgico, óxido nítrico, adenosinérgico, 

dopaminérgico, vanilóide, glutamatérgico e monofosfato cíclico de guanosina) 

 

Os resultados demonstraram não haver envolvimento do receptor α -adrenérgico, das 

vias adenosinérgica e dopaminérgica no mecanismo de antinocicepção do isopulegol e seu 

complexo de inclusão. Ao avaliar a relação com os receptores α -adrenérgicos, o pré-tratamento 

com um antagonista α  – a ioimbina – 15 min antes da administração de clonidina (um agonista 

α ), ISO e ISO/CD (10 mg/kg) não reverteu a atividade antinociceptiva dos grupos. Clonidina, 

ISO e ISO/CD (10 mg/kg) apresentaram uma redução significativa no tempo de lambedura da 

pata em 91,7, 62,6 e 60% respectivamente quando comparado ao grupo salina (Figura 06A).  

A ativação dos receptores adenosinérgicos leva a uma diminuição da estimulação 

dolorosa e quando avaliado o seu envolvimento no mecanismo de ação dos compostos, o 

tratamento com ISO 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 cafeína (um antagonista não específico dos receptores de 

adenosina) não reverteu a atividade antinociceptiva do ISO e ISO/CD (Figura 06B), descartando 

o envolvimento dos receptores adenosinérgicos. 

A via dopaminérgica tem um importante papel na supressão da dor através da ativação 

dos receptores para dopamina e quando investigamos o envolvimento do sistema dopaminérgico 

na figura 06C, o tratamento com ISO e ISO/CD (10 mg/kg) reduziu expressivamente o tempo de 

lambedura da pata após administração intraplantar de formalina, quando comparado ao grupo 

salina em 67,7 e 68,2% respectivamente. Todavia, o haloperidol, um antagonista dos receptores 

de dopamina, não reverteu a atividade antinociceptiva do ISO e ISO/CD o que nos leva descartar 

que a ação antinociceptiva dessas duas substâncias envolve o sistema dopaminérgico.  
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Figura 06 – Avaliação do efeito antinociceptivo do ISO e do ISO/CD (10 mg/kg/v.o.) na 

nocicepção de pata induzida por formalina em camundongos. Envolvimento do sistema: A) α -

adrenérgico; B) adenosinérgico; C) dopaminérgico  

 
 

 

Valores representam a média ± S.E.M. (n=6/grupo). Análise estatística: ANOVA seguido pelo teste de Tukey com 

múltiplas comparações (a1p<0.05; a2p <0.01; a3p <0.001; a4p <0.0001 quando comparado ao grupo salina; 

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 modulação da ação antinociceptiva 

tanto a nível central como periférico com o envolvimento das vias opioide, participação de 

canais de potássio, colinérgica, via dos vaniloides, óxido nítrico, via do monofosfato cíclico de 

guanosina e glutamatérgica. 

No sistema opioide a ativação dos receptores opioides resulta em ação analgésica 

importante e com relação ao envolvimento dessa via, o 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 reversão do efeito antinociceptivo do ISO e do 



 

71 

ISO/CD, sugerindo assim que a atividade antinociceptiva de ambas as substâncias podem 

envolver a via de sinalização opioide.  

A ativação dos canais de K
+

ATP pode estar envolvida no mecanismo de ação de outras 

vias aqui apresentadas, fazendo-se necessária a investigação da participação desses canais na 

atividade analgésica das substâncias avaliadas. Para averiguar a participação 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 potássio), ocorreu uma reversão do 

efeito antinociceptivo do ISO e do ISO/CD, sugerindo assim que a atividade antinociceptiva de 

ambas as substâncias podem envolver os canais K
+

ATP.  

No sistema colinérgico, importante via antinociceptiva avaliada, o pré-tratamento com 

atropina (um antagonista muscarínico não-seletivo) antes da administração de acetilcolina (um 

agonista colinérgico), ISO e ISO/CD (10 mg/kg) reverteu a ação antinociceptiva dos grupos 

tratados. A acetilcolina, ISO e ISO/CD (10 mg/kg) apresentaram uma redução 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 inclusão podem funcionar como agonistas de receptores muscarínicos visto que 

a sua atividade antinociceptiva pode ser revertida pela atropina.  

No que diz respeito à via dos vaniloides, o tratamento com o ISO e ISO/CD (10 mg/kg), e 

vermelho de rutênio (um antagonista dos receptores de potencial transitório – TRP não 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 ação antinociceptiva do ISO e o ISO/CD pode envolver a 

participação do sistema vanilóide.  

O óxido nítrico (NO) é um importante mediador da resposta inflamatória e a inibição da 

óxido nítrico sintase indutiva (iNOS) reduz a formação de NO e consequentemente o estímulo 

doloroso de forma indireta, ao reduzir o processo inflamatório. Na investigação da participação 

da via L-arginina/Óxido Nítrico/GMPc (Figura 07E), o pré-tratamento com L-arginina (substrato 

da óxido nítrico sintase - NOS) 15 min antes do L-NOARG (inibidor da NOS) reverteu o efeito 

antinociceptivo do L-NOARG, o que também pode ser visto nos grupos que receberam a 

associação 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/Óxido Nítrico/GMPc, uma vez que o ISO e o 
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ISO/CD tiveram sua atividade analgésica revertida pela L-arginina.  

Na figura 07F investigamos a participação da via do monofosfato cíclico de guanosina no 

efeito antinociceptivo das substâncias em avaliação. O grupo salina foi o único 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 associação do azul de metileno com o ISO e o ISO/CD o padrão antinociceptivo 

desses compostos foi mantido quando comparados às administrações sem associação, indicando 

a participação desta via no efeito antinociceptivo do ISO e ISO/CD e corroborando com os 

resultados observados para via óxido nítrico. 

Por fim, o glutamato - neurotransmissor excitatório de atividade nociceptiva - teve seu 

envolvimento avaliado a partir do tratamento com ISO e ISO/CD (10 mg/kg), e ácido ascórbico 

(antagonista dos receptores NMDA - Ácido N-Metil-D-Aspártico – 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 possível 

envolvimento do sistema glutamatérgico na resposta antinociceptiva dos compostos (Figura 

07G).  
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Figura 07 - Avaliação do efeito antinociceptivo do ISO e do ISO/CD (10 mg/kg/v.o.) na 

nocicepção de pata induzida por diferentes agentes em camundongos. A) Envolvimento do 

sistema opioide; B) Envolvimento da participação de canais de potássio ATP dependente; C) 

Envolvimento da via colinérgica; D) Envolvimento do sistema vaniloide; E) Envolvimento do 

óxido nítrico e F) Envolvimento da via do monofosfato cíclico de guanosina; G) Envolvimento 

do sistema glutamatérgico  
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Valores representam a média ± S.E.M. (n=6/grupo). Análise estatística: ANOVA seguido pelo teste de Tukey com 

múltiplas comparações (a1p<0.05; a2p <0.01; a3p <0.001; a4p <0.0001 quando comparado ao grupo salina; 

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 

compreensão dos diferentes mecanismos envolvidos na fisiologia da dor, com múltiplas vias de 

sinalização comunicando-se entre si e empregando uma diversidade de neurotransmissores e 

outros mediadores, que estão influenciando na resposta nociceptiva desde a transdução até a 

modulação da mesma, fornecendo potenciais alvos de intervenção farmacológica.  

 

4 DISCUSSÃO  

 O isopulegol, um monoterpeno pertencente a classe dos terpenoides, é um composto de 

inúmeras propriedades farmacológicas e de ocorrência natural presente em frutas de várias 

espécies vegetais como uva e menta (HUSSAIN et al., 2010), óleos essenciais de várias plantas 

aromáticas (SILVA et al., 2007) e altamente volátil e insolúvel em água. A formação de um 

complexo “host-guest”, utilizando como composto transportador as ciclodextrinas tem sido uma 

estratégia para aumentar a solubilidade e biodisponibilidade de substâncias voláteis e pouco 

solúveis em água 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 inclusão em β-ciclodextrinas apresentaram potencial anti-edematogênico e anti-

inflamatório promissores em modelos de doenças inflamatórias agudas e crônicas.  

Muitas drogas disponíveis no mercado apresentam problemas na sua solubilidade, baixa 

taxa de biodisponibilidade, dissolução lenta e efeitos gastrointestinais que limitam sua utilização 

(YADAV et al., 2010). Nesse contexto, as ciclodextrinas tem sido largamente utilizadas para 

tornar produtos naturais, como terpenos, óleos essenciais e até mesmo medicamentos, mais 

biodisponíveis aperfeiçoando os perfis dessas substâncias (LU et al., 2004; 

QUINTANS‐ JÚNIOR, 2013; RODRIGUES et al., 2017).  

Nesse contexto, o presente estudo foi desenhado para avaliar o potencial antinociceptivo 

do isopulegol e seu complexo de inclusão em β-ciclodextrinas em modelos animais, assim como 

as possíveis vias de sinalização envolvidas nesse processo. Drogas que atuam no sistema 

nervoso podem mascarar a avaliação da expressão nociceptiva em modelos animais, 

principalmente as drogas depressoras como ansiolíticos, relaxantes musculares, drogas sedativo-

hipnóticas que modulam a via GABAérgica e que promovem uma diminuição na atividade 

locomotora e estado de alerta que são sinais clínicos utilizados na avaliação do efeito 

antinociceptivo das substâncias (HOSSEN et al., 2013; KOLAWOLE; MAKINDE, 2007). Os 

resultados para o tratamento com ISO e ISO/CD não demonstraram alterações comportamentais 

no número de cruzamentos, no comportamento de autolimpeza e exploração vertical na 

avaliação no campo aberto (PRUT; BELZUNG, 2003), bem como alterações na coordenação 

motora dos animais no ensaio de rota rod (SHIOTSUKI et al., 2010). 

O teste da formalina mede a eficácia de agentes antinociceptivos com mecanismos de 

ação diferentes e em intervalos de tempo também diferentes, sendo dividido em duas fases: uma 

aguda, precoce, também denominada neurogênica e outra tardia, a fase inflamatória 

(MAGALHÃES et al., 2017). A primeira fase inicia-se após a administração de formalina (3-5 

min) que estimula neurônios aferentes primários com participação de receptores TRPA1 

(receptor de potencial transitório anquirina 1) expresso por um subconjunto de nociceptores de 

fibra C, seguido por aumento do influxo de íons cálcio estando também associada a liberação de 

óxido nítrico e substância P (SP) (MCNAMARA et al., 2007). A segunda fase começa 15-20 

min após a injeção de formalina com liberação de vários mediadores inflamatórios como 

histamina, serotonina e prostaglandinas (TJØLSEN et al., 1992). De forma específica, esses 

mediadores podem despolarizar aferentes primários por meio da abertura de canais de sódio, 

porém na maioria dos casos eles atuam reduzindo o limiar de ativação 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 substâncias 
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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 substâncias, 

capaz de reduzir a resposta nociceptiva em todo o tempo de avaliação. Estes resultados 

corroboram com os ensaios mecanísticos que mostraram que ISO e ISO/CD interferem na via 

dos receptores TRPV. Próspero (2018) e colaboradores observaram que o ISO também foi capaz 

reduzir o tempo de reação ao estímulo doloroso no teste de formalina corroborando com nossos 

achados.  

O teste de contorções abdominais induzida por ácido acético é utilizado para avaliar o 

potencial analgésico por intermédio de efeitos sobre o sistema nervoso central e periférico 

(COLLIER et al., 1968). Neste modelo, a administração intraperitoneal de ácido acético provoca 

a liberação de mediadores inflamatórios como substância P, bradicinina, prostaglandinas e 

diversas citocinas (PINHEIRO et al., 2011) que promovem a redução do limiar de estímulo 

nervoso alterando a condução das terminações nervosas aferentes nociceptivas. A condução 

nervosa periférica é regulada pela presença de receptores opioides, glutamatérgicos e 

serotoninérgicos. Em relação ao efeito antinociceptivo, o tratamento com ISO e ISO/CD reduziu 

significativamente o número de contorções. Estudos tem demonstrado que receptores opioides 

tipo GPCRs ativam canal de KATP através da via do óxido nítrico (NO) – monofosfato guanosina 

cíclica (cGMP) – proteína quinase G (PKG) (PRADHAN et al., 2012). Tais vias também então 

envolvidas no efeito antinociceptivo do ISO e do ISO/CD (10 mg/kg/v.o.) que foram afetadas, 

demonstrando o envolvimento do sistema opioide, participação de canais de potássio ATP 

dependente e envolvimento do sistema óxido nítrico. Outros monoterpenos álcool, como o 

geraniol e o linalol também apresentaram importante redução no número de contorções 

abdominais induzidas por ácido acético quando avaliados seus potenciais antinociceptivos 

(ROCCA, LA et al., 2017; SOUTO-MAIOR et al., 2017).  

No modelo da placa quente um estímulo térmico provoca ativação dos nociceptores 

térmicos e polimodais tipo A-β formados por fibras A mielinizadas e fibras C amielinizadas 

que são responsáveis pela dor acentuada e dor fraca em queimação respectivamente. Estímulos 

de calor também influenciam os canais de cátions do TRP tipo V1 que são ativados pela 

capsaicina e temperaturas acima de 43°C, enquanto, detecção de sensações de calor nocivo 

ocorre por meio de TRPV2 que apesar de não responder a capsaicina, é ativado por temperatura 

igual ou superior a 52°C (NAZIROĞLU; CIĞ,   13; NAZIROĞLU; BRAIDY,   17). Desta 

forma, a ativação do TRPA1 desempenha papel na dor aguda, mas tanto a ação dos TRPV1 e 

TRPV2 são necessários ao desenvolvimento da hiperalgesia térmica por influenciar a modulação 

descendente da dor, como o córtex e a amígdala (JULIUS; BASBAUM, 2001). Os resultados 
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demonstram que o ISO e ISO/CD produziram redução significativa do comportamento de 

nocicepção induzida pela capasaicina, entretanto, outras vias também estão relacionadas com a 

excitação deste nociceptor com a abertura dos canais de potássio no potencial de membrana em 

repouso e a participação do glutamato, ambas vias afetadas pelo isopulegol. Estudos com o 

citronelal, mirtenal e o p-cimeno descrevem a ação 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 inclusão p-cimeno/β-CD que produziu um efeito 

analgésico duradouro e induziu um forte efeito analgésico quando comparado com o p-cimeno 

(QUINTANS et al., 2013).  

A hipernocicepção mecânica plantar foi avaliada pelo teste de Von Frey (SAKUMA et 

al., 2013) após administração do adjuvante completo de Freund (CFA), cuja estímulo provoca 

sensibilização de fibras sensoriais primárias a partir da liberação de múltiplos mediadores 

inflamatórios de ação prolongada como citocinas pró-inflamatórias entre elas, fator de necrose 

tumoral α (TNFα), interleucina-1β (IL-1β) e interleucina (IL-6) (SALEEM et al., 2020) que 

induzem a expressão de receptores TRPV em quadros de hiperalgesia (NI et al., 2020) também 

envolvidos na sensibilização térmica. Os resultados demonstram que o ISO e o ISO/CD 

apresentaram uma significativa eficácia antinociceptiva evidenciada no teste de hipernocicepção 

mecânica com efeitos perdurando até 24h após a administração do CFA. Em parte, este resultado 

pode ser explicado devido ação anti-inflamatória do isopulegol e do seu complexo de inclusão 

em β-ciclodextrinas em reduzir a expressão das citocinas TNFα e IL-1β (RAMOS et al., 2020). 

Conforme demonstrado, a ação antinociceptiva do ISO e ISO/CD afeta vias de sinalização 

centrais e periféricas com envolvimento das vias opioide, canais de K
+

ATP, via óxido nítrico, 

colinérgica, vaniloide, glutamatérgica e via do monofosfato cíclico de guanosina. 

A analgesia promovida a partir da estimulação do sistema opioide pode ser associado a 

receptores GPCR µ-opiodes periféricos envolvendo a inibição da adenilato ciclase que medeia à 

via de ação da morfina ao canal de K
+

ATP através da via do óxido nítrico (NO) – monofosfato 

guanosina cíclica (cGMP) levando à hiperpolarização neuronal (PRADHAN et al., 2012) 

bloqueando a resposta nociceptiva. Opioides endógenos medeiam os efeitos antinociceptivos 

através da abertura de canais para K
+

ATP, levando a repolarização ou hiperpolarização da 

membrana, dificultando a propagação do estímulo nociceptivo (CUNHA et al., 2012). Na 

avaliação da participação do sistema opioide, a associação do antagonista de receptor opioide - a 

naloxona - reverteu o efeito antinociceptivo do ISO e ISO/CD indicando a possível participação 

desse sistema no mecanismo de analgesia. Esse efeito também foi observado para o p-cimeno 

que também apresentou o envolvimento da via opioide responsável por inibição da via 

descendente da dor, com incremento no número de neurônios da substância cinzenta 
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periaquidutal, região do mesencéfalo envolvida na modulação da dor e ativada por agonistas 

opioides (SANTANA et al., 2015). Os resultados mostraram que antinocicepção promovida pelo 

ISO e ISO/CD é revertida pela glibenclamida, um bloqueador de canais de K
+

ATP desta forma, 

sugerindo que este efeito antinociceptivo afeta o sistema opioide via canais de K
+

ATP. Resultados 

similares também foram observados no estudo de Próspero (2018).  

O óxido nítrico é um importante neurotransmissor envolvido no processo nociceptivo 

central e periférico. A produção de óxido nítrico pela enzima óxido nítrico sintase (NOS) 

(CURY et al., 2011) no SNC requer o influxo de Ca
2+

 decorrente da ativação dos receptores 

NMDA (ácido N-metil-d-aspártico) pelo glutamato e perifericamente relacionado às citocinas 

como TNFα, IL-1β e interleucina-10 (IL-10), sugerindo um ciclo de feedback entre NO e 

citocinas na geração de hipersensibilidade (SHIH et al., 2017). Os dados apontam que 

antinocicepção do ISO e ISO/CD interfere da via L-arginina/Óxido Nítrico/GMPc que acarreta 

na minimização da estimulação e sensibilização dos nociceptores nos terminais nervosos e sua 

correlação com o sistema glutamatérgico. Além disso, esses dados sugerem que a ação 

analgésica do NO depende de uma via de sinalização intracelular envolvendo a formação de 

GMPc confirmada pelo azul de metileno (inibidor da guanilato ciclase). 

O papel nos mecanismos periféricos envolvidos no desenvolvimento de fenômenos 

nociceptivos também envolvem o sistema colinérgico. Substâncias colinomiméticas tem como 

principal sítio de ação na analgesia a medula espinhal, com aumentos nos níveis de acetilcolina 

(ACh) após estímulos nociceptivos ativados pelas vias modulatórias da dor noradrenérgica 

descendente inibitória e serotoninérgica. Esta ACh é liberada dos interneurônios colinérgicos no 

corno dorsal, ativam receptores muscarínicos espinhais que medeiam os efeitos antinociceptivos, 

entretanto parte desta ação analgésica da ACh é mediada pela liberação de óxido nítrico das 

células endoteliais (CURY et al., 2011). Um segundo mecanismo indireto promovido pela ACh 

é a inibição dos neurônios excitatórios responsáveis pela liberação de glutamato e modulação das 

ações dos receptores opiáceos. Pesquisas demonstram que a interações entre os sistemas 

colinérgico e opioide ocorrem em várias regiões do sistema nervoso, sugerindo que os 

mecanismos colinérgicos potencializam a analgesia opiode (NASER; KUNER, 2018). Nossos 

resultados indicam o envolvimento do sistema colinérgico na antinocicepção do ISO e ISO/CD, 

com participação dos receptores muscarínicos, uma vez que a atropina (antagonista muscarínico 

não seletivo) inibiu o efeito analgésico promovido pelos compostos afetando também outras vias 

envolvidas pela ação colinérgica, como via glutamatérgica e óxido nítrico. Os monoterpenos α-

felandreno e γ-terpineno, quando avaliadas as possíveis vias envolvidas nos seus efeitos 

antinociceptivos, evidenciaram além da participação dos sistemas opioide e canais de K
+

ATP, o 
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envolvimento do sistema colinérgico, tendo o γ-terpineno importante efeito analgésico nas vias 

central e periférica (LIMA et al., 2012; PASSOS et al., 2015).  

O TRPV, um receptor de canal catiônico pertencente à super-família do receptor de 

potencial transitório, é amplamente expresso em neurônios sensoriais nociceptivos do gânglio 

dorsal da medula espinhal (CORTRIGHT et al., 2001) dando origem a pequenas fibras 

sensoriais C e Aδ que contem SP e peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) 

(SZALLASI; BLUMBERG, 1999). A capsaicina, ativador direto de TRPV1, induz liberação de 

SP que excita neurônios inibitórios das lâminas I, III e IV do corno dorsal resultando no 

incremento de GABA e glicina (FERRINI et al., 2007) afetando o tônus inibitório da raiz dorsal 

da medula. O ISO e o ISO/CD demonstraram ação antinociceptiva ao reduzir o tempo de 

lambedura da pata administrada com capsaicina, efeito semelhante ao do grupo que recebeu 

vermelho de rutênio, um antagonista dos receptores de potencial transitório (TRPs), sugerindo a 

participação do sistema vaniloide no mecanismo de ação analgésico do ISO e ISO/CD. A 

evidência que dois mecanismos possíveis para modulação dos canais envolvendo o sistema 

TRPV1, seja mediante fosforilação do TRPV1 por ativação da proteína quinase C (PKC) via 

DAG (diacilglicerol) e/ou por depleção do PIP2 (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato) que 

normalmente atua ao inibir o TRPV1. Uma outra possibilidade é que o ISO e o ISO/CD estariam 

impedindo a liberação de neuropeptídios, como as neurocininas A (NKA) e B (NKB) e SP, que 

participam na transmissão da dor e em processos inflamatórios (LABRAKAKIS; 

MACDERMOTT, 2003; SAKURADA et al., 1996). Outros monoterpenos como o mirtenol, 

citronelal e carvacrol também promoveram atividade antinociceptiva relevante em modelos de 

dor por capsaicina (JÚNIOR et al., 2011; QUINTANS-JÚNIOR et al., 2010; SILVA, et al., 

2014), fortalecendo a possibilidade do antagonismo vaniloide ou interferência na mediação da 

cascata iniciada pela ativação desses receptores.  

Após uma lesão tecidual, uma diversidade de neurotransmissores é liberada estando entre 

eles a SP, glutamato, CGRP, neurocinina A, todos relacionados com a ativação de receptores 

NMDA e não-NMDA (N-metil-D-aspartato), sendo o glutamato o principal ativador desses 

receptores, cuja interação leva a retirada de íons magnésio do interior celular e influxo de cálcio 

para a célula, com produção de prostaglandinas e NO. Estes últimos estimulam a liberação de 

mais glutamato, SP e CGRP, ampliando o processo álgico (DICKENSON, 1991; JI et al., 2003; 

WOOLF, 1995). Vale ressaltar que a capsaicina induz uma forte liberação de glutamato após 

ativação do TRPV1 nas fibras aferentes primárias com aumento significativo das correntes 

excitatórias pós-sinápticas na lâmina II do corno dorsal da medula espinhal (BACCEI; 

BARDONI; FITZGERALD, 2003).  
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Adicionalmente, o presente estudo também avaliou a participação da via glutamatérgica 

no efeito antinociceptivo do ISO e ISO/CD, que demonstraram redução significativa na 

nocicepção induzida pelo glutamato, semelhante ao grupo que recebeu o ácido ascórbico, um 

inibidor de receptores NMDA (ROSA et al., 2005). Estes resultados vão de encontro aos 

achados da via vaniloide, já que estudos demonstram que a SP, um neurotransmissor envolvido 

no processo doloroso induzido pela capsaicina, induz a transmissão sináptica glutamatérgica 

(SAKURADA et al., 1992; WALLENGREN; HÅKANSON, 1987). Por fim, o efeito 

antinociceptivo do ISO e ISO/CD não suporta a participação das vias adenosinérgica, α -

adrenérgica e dopaminérgica.  

Neste estudo o isopulegol e seu complexo de inclusão em β-CD mostraram resultados 

significativos nos modelos de nocicepção, com investigação das possíveis vias de sinalização 

envolvidas neste mecanismo permitindo maior conhecimento e ampliando as suas possíveis 

aplicações clínicas. Quando comparados os resultados obtidos nos grupos ISO e ISO/CD (10 

mg/kg) podemos perceber uma vantagem do processo de complexação que mantem as mesmas 

propriedades farmacológicas com significativos ganhos na biodisponibilidade, uma vez que o 

processo de complexação envolve quantidades muito menores de isopulegol (PASSOS 

MENEZES et al., 2016). Frente aos resultados evidenciados nesse estudo, somada à atividade 

anti-inflamatória já comprovada na literatura, o isopulegol e seu complexo de inclusão se tornam 

substâncias promissoras para o tratamento farmacológico da dor e importantes protótipos 

analgésicos.   

 

CONCLUSÃO 

 

 Em conclusão, nossos resultados sugerem que as atividades antinociceptivas centrais e 

periféricas do ISO e ISO/CD foram aperfeiçoadas pela complexação em ciclodextrinas. Embora 

os resultados entre esses grupos sejam semelhantes, há muito menos composto ativo no 

complexo em comparação com o composto puro. A avaliação das possíveis vias de sinalização 

envolvidas no efeito analgésico das substâncias em questão, indicam a participação do sistema 

opioide, dos canais de potássio, via óxido nítrico, via do monofosfato cíclico de guanosina, 

colinérgico, vaniloide e glutamatérgico. Assim, o estudo além de apresentar as propriedades 

antinociceptivas do ISO e ISO/CD, também forneceu evidências do possível benefício do uso 

das ciclodextrinas na otimização das propriedades farmacológicas desse monoterpeno.  
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5. CAPÍTULO IV: CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 
5.1 DISCUSSÃO GERAL  

O isopulegol, um monoterpeno com diversas atividades biológicas já comprovadas na 

literatura é uma substância muito utilizada como aromatizante artificial, com toxicidade baixa e 

relativa segurança. Apesar das inúmeras pesquisas envolvendo o isopulegol, há pouca 

informação sobre o seu potencial anti-inflamatório e antinociceptivo. Uma importante limitação 

na aplicação dos monoterpenos é a sua meia-vida curta, volatilidade e baixa solubilidade em 

água e várias abordagens visam a aprimorar as propriedades farmacológicas dos monoterpenos, 

sendo a inclusão em β-CDs uma solução bem-sucedida e de aplicabilidade crescente entre os 

pesquisadores.  

Na avaliação da atividade antiedematogênica os resultados mostraram que a ISO e o 

ISO/CD tiveram um importante efeito anti-inflamatório em todas as doses testadas, reduzindo o 

edema induzido pela carragenina, dextrana, histamina e prostaglandina E2, indicando um 

possível envolvimento nos mecanismos de ação 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 flogísticos.  

A inflamação sistêmica induzida pela carragenina envolve uma série de eventos como 

migração de leucócitos, principalmente os neutrófilos (em cujas grânulos está armazenada a 

MPO); vazamento de plasma e produção de uma variedade de mediadores, como citocinas, 

prostaglandinas, aminas vasoativas, entre outros. Neste estudo, ISO e ISO/CD promoveram uma 

redução significativa em todos os eventos inflamatórios induzidos pela carragenina, atenuando 

os eventos vasculares, como permeabilidade vascular e migração de leucócitos, com uma 

consequente redução na atividade de MPO. Outros monoterpenos como bisabolol, citral e timol 

também apresentam considerável atividade anti-inflamatória no quadro de peritonite induzida 

por carragenina.  

A pleurisia é um dos modelos experimentais clássicos para avaliar a atividade anti-

inflamatória aguda e a administração de carragenina promove um aumento significativo nos 

níveis de citocinas no exsudato pleural, propagando de forma sistêmica o processo inflamatório. 

Dado que TNF-α e IL-1β são citocinas fundamentais na reação inflamatória, o ISO e ISO/CD 

inibiram significativamente os níveis dessas últimas no lavado pleural, indicando que os seus 

efeitos anti-inflamatórios possam estar associados à inibição dessas citocinas.  

A atividade anti-inflamatória crônica foi avaliada pelo modelo de granuloma induzido por 

pellets de algodão, sendo um protocolo importante como indicador dos estágios proliferativos da 

inflamação, que envolve a proliferação de macrófagos, neutrófilos e fibroblastos, essenciais na 
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formação do granuloma. Nesse modelo, o ISO e ISO/CD, reduziram a massa do granuloma, 

sugerindo uma possível atividade inibitória sobre macrófagos e fibroblastos, semelhante aos 

resultados encontrados com o monoterpeno 1,8-cineol.  

Neste estudo, o isopulegol e seu complexo em β-CDs apresentaram resultados 

significativos em relação aos modelos inflamatórios agudos e crônicos, bem como uma 

importante atividade antinociceptiva através de modelos clássicos de dor como formalina, 

contorções abdominais por ácido acético, placa quente e hipernocicepção mecânica plantar, com 

determinação das possíveis vias de sinalização envolvidas e exclusão de efeito depressor sobre 

SNC. Os grupos tratados com ISO e ISO/CD não diferiram estatisticamente entre si, no entanto 

os resultados obtidos com o grupo ISO/CD tornam-se superiores aos encontrados com o ISO, já 

que o processo de complexação envolve quantidades bem inferiores de isopulegol, 

demonstrando assim um aperfeiçoamento das propriedades farmacológicas do ISO pelo processo 

de inclusão em ciclodextrinas.    

 

5.2 CONCLUSÕES GERAIS 

Os resultados apresentados aqui demonstram que o ISO e ISO/CD possuem uma relevante 

atividade anti-inflamatória nos modelos animais que foram realizados, além de apresentar baixa 

toxicidade aguda não clínica. Assim, o isopulegol e seu complexo de inclusão apresentaram uma 

importante atividade antiedematogênica, quando utilizados diferentes agentes de indução, 

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 concentração bem menor do 

composto ativo. Um docking molecular corroborou com os ensaios antiedematogênicos, 

indicando que o mecanismo de ação do ISO envolve as vias histamínicas e dos eicosanoides.  

O ISO e ISO/CD apresentaram uma promissora atividade anti-inflamatória sistêmica, 

interferindo em vários eventos do processo inflamatório, reduzindo a permeabilidade vascular, a 

contagem leucocitária, a atividade da enzima MPO e os níveis de citocinas pró-inflamatórias 

como a IL-1β e TNF-α. Além disso, foram efetivos no modelo de inflamação crônica reduzindo 

o peso do granuloma e os níveis de proteínas. Os compostos também apresentaram uma 

importante atividade antinociceptiva nos modelos clássicos avaliados, apresentando possíveis 

ações centrais e periféricas, com prováveis vias de sinalização determinadas.  

 

5.3 PERSPECTIVAS DE INVESTIGAÇÕES FUTURAS 

A comprovação científica das possíveis atividades biológicas de inúmeras moléculas 

bioativas é de fundamental importância para o desenvolvimento de novas formulações 

terapêuticas e mesmo diante da crescente oferta de drogas pela indústria farmacêutica, é 

necessária a busca por agentes que apresentem maior biodisponibilidade, menor toxicidade ou 
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efeitos colaterais e uma boa relação custo-benefício, aperfeiçoando características como 

estabilidade e solubilidade.  

Mesmo diante do quadro de pandemia instalado em nosso país e no mundo e frente a 

todas as dificuldades encontradas, desde o deslocamento até o laboratório para realização dos 

ensaios experimentais, obtenção 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 inclusão em ciclodextrinas são potenciais 

agentes farmacológicos, em particular, fonte para o desenvolvimento de novos agentes 

analgésicos e anti-inflamatórios de interesse clínico. Acreditamos estar contribuindo com 

informações inéditas que possam ser utilizadas na validação científica de um futuro novo 

fármaco, com menores custos e melhor eficácia terapêutica, que podem ser determinantes para 

uma melhor qualidade de vida de indivíduos portadores de doenças inflamatórias e distúrbios da 

dor, além de incentivar positivamente o uso correto e seguro de produtos naturais pela sociedade.  
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ANEXOS – AUTORIZAÇÃO DA COMISSÃO DE EXPERIMENTAÇÃO E 

USO DE ANIMAIS – CEUA/URCA PARA O DESENVOLVIMENTO DA 

PESQUISA  
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