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RESUMO 

 

 

 

O β-mirceno é um monoterpeno com propriedades anti-inflamatórias, antioxidantes e 

antinociceptivas. Este tabalho teve como objetivos: desenvolver uma nanoemulsão contendo 

mirceno (NEMC); avaliar a toxicidade aguda da nanoemulsão e investigar os efeitos 

espasmolítico, antitussigeno, antiasmático e atividade expectorante do mirceno ou da 

nanoemulsão contendo mirceno. A NEMC foi formulada a partir do método de emulsificação 

espontânea, pela adição da fase aquosa, consistindo em solução tampão fosfato a uma fase 

orgânica, formada por óleo triglicerídeo de cadeia média, mirceno, agentes tensoativos em 

diferentes proporções, sob agitação constante e temperatura ambiente. O tamanho e o índice 

de polidispersão foram determinados. Este trabalho foi submetido ao Comitê de Ética no Uso 

de Animais da Universidade Federal do Vale do São Francisco (CEUA-UNIVASF), 

registrado com o Nº 0002/270121. A avaliação da toxicidade aguda pré-clínica foi realizada 

de acordo com o guia da OECD. Cada animal recebeu uma única dose de 2.000 mg/kg de 

NEMC por via oral, sendo observados nos primeiros 30, 60, 120, 180 e 360 min e a cada 24 h 

durante 14 dias. Para avaliação do comportamento motor e verificação do relaxamento 

muscular dos camundongos foram realizados os testes de campo aberto e rotarod. A avaliação 

da atividade espasmolítica em músculo liso de traqueia isolada de ratos foi realizada em 

banho de órgãos sob contrações induzidas por carbacol ou KCl. A atividade antitussígena foi 

avaliada pelo método de indução da tosse pelo ácido cítrico. A atividade antitussígena do 

mirceno administrado por via inalatória também foi avaliada. A avaliação da atividade 

expectorante foi realizada por meio do modelo de quantificação do vermelho de fenol. A 

atividade antiasmática foi avaliada pelo método de asma induzida por OVA. NEMC 

apresentou tamanho de 97,37 ± 5,844 nm e IPd de 0,2387 ± 0,01810. Testes de toxicidade 

aguda (2000 mg/kg, via oral) não apesentaram mortalidade nem alterações significativas em 

parâmetros fisiológicos. Em modelos experimentais, o β-mirceno (75 mg/kg) não afetou a 

coordenação motora (testes de campo aberto e rota-rod) e induziu relaxamento modesto 

(10,41 ± 5,11% sob contração por carbacol; 19,48 ± 5,12% por KCl) em traqueia isolada de 

rato. Na forma nanoemulsionada, a NEMC (75 mg/kg) reduziu significativamente a 

frequência de tosse induzida por ácido cítrico (55,62 ± 16,48% vs. 121,2 ± 9,41% do controle; 

p < 0,05), com mecanismo envolvendo vias GABAérgicas, opioides e canais de potássio. 

Ambas as formulações demonstraram atividade expectorante, aumentando a secreção de 

vermelho de fenol no lavado broncoalveolar (NEMC: 3,38 ± 0,29 µg/mL vs. 1,93 ± 0,11 

µg/mL da salina). No modelo de asma por ovalbumina, a NEMC reduziu significativamente a 

migração de células inflamatórias, confirmando efeito antiasmático. Os resultados evidenciam 

que a nanoemulsão preserva as propriedades farmacológicas do β-mirceno, com vantagens na 

biodisponibilidade. Ambas as formulações exibiram efeitos antitussígenos, expectorantes e 

anti-inflamatórios, destacando seu potencial terapêutico para doenças respiratórias, 

particularmente asma e condições associadas. O estudo revela a nanoemulsão como estratégia 

promissora para veiculação de compostos lipofílicos. 

Palavras-chave: monoterpeno; mirceno; tosse; expectoração; asma; nanotecnologia. 

 

 



 

 

ABSTRACT 
 

 

 

 
β-Myrcene is a monoterpene possessing anti-inflammatory, antioxidant, and antinociceptive 

properties. This study aimed to develop a myrcene-containing nanoemulsion (NEMC), 

evaluate its acute toxicity, and investigate the spasmolytic, antitussive, antiasthmatic, and 

expectorant effects of myrcene or the myrcene-containing nanoemulsion. NEMC was 

formulated using the spontaneous emulsification method. This involved adding an aqueous 

phase, consisting of a phosphate buffer solution, to an organic phase. The organic phase was 

composed of medium-chain triglyceride oil, myrcene, and surfactants in varying proportions, 

under constant stirring and at room temperature. The size and polydispersity index of the 

nanoemulsion were determined. This study was approved by the Ethics Committee on Animal 

Use of the Federal University of Vale do São Francisco (CEUA-UNIVASF), registered under 

No. 0002/270121. Preclinical acute toxicity was evaluated according to OECD guidelines. 

Each animal received a single oral dose of 2,000 mg/kg of NEMC and was observed at 30, 60, 

120, 180, and 360 minutes, and every 24 hours for 14 days. Motor behavior and muscle 

relaxation in mice were assessed using open-field and rotarod tests. The spasmolytic activity 

on isolated rat tracheal smooth muscle was evaluated in an organ bath under carbachol or 

KCl-induced contractions. Antitussive activity was assessed using the citric acid-induced 

cough method. The antitussive activity of inhaled myrcene was also investigated. Expectorant 

activity was determined by quantifying phenol red. Antiasthmatic activity was evaluated 

using an ovalbumin (OVA)-induced asthma model. NEMC exhibited a size of 97.37±5.844 

nm and a polydispersity index (PDI) of 0.2387±0.01810. Acute toxicity tests (2000 mg/kg, 

oral administration) showed no mortality or significant changes in physiological parameters. 

In experimental models, β-myrcene (75 mg/kg) did not affect motor coordination (open-field 

and rotarod tests) and induced modest relaxation (10.41±5.11% under carbachol contraction; 

19.48±5.12% under KCl contraction) in isolated rat trachea. In its nanoemulsified form, 

NEMC (75 mg/kg) significantly reduced citric acid-induced cough frequency (55.62±16.48% 

vs. 121.2±9.41% of control; p < 0.05), with a mechanism involving GABAergic and opioid 

pathways, and potassium channels. Both formulations demonstrated expectorant activity, 

increasing phenol red secretion in bronchoalveolar lavage (NEMC: 3.38±0.29 µg/mL vs. 

1.93±0.11 µg/mL for saline). In the ovalbumin-induced asthma model, NEMC significantly 

reduced the migration of inflammatory cells, confirming its antiasthmatic effect. These results 

indicate that the nanoemulsion preserves the pharmacological properties of β-myrcene, 

offering advantages in terms of bioavailability. Both formulations exhibited antitussive, 

expectorant, and anti-inflammatory effects, highlighting their therapeutic potential for 

respiratory diseases, particularly asthma and associated conditions. The study reveals the 

nanoemulsion as a promising strategy for delivering lipophilic compounds. 

Keywords: monoterpene; myrcene; cough; expectoration; asthma; nanotechnology. 
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1. INTRODUÇÃO 

Os distúrbios respiratórios, entre os quais aqueles que envolvem alterações 

fisiopatológicas na estrutura normal da parede das vias aéreas, incluindo alterações na 

composição e organização de seus constituintes celulares e moleculares, afetam milhões de 

pessoas em todo o mundo (Dhanjal et al., 2022). A asma é uma doença heterogênea, 

caracterizada pela inflamação das vias aéreas e marcada pela história de sintomas 

respiratórios, tais como tosse, aperto no peito, chiado, dificuldade ao respirar e limitação 

variável do fluxo de ar expiratório (Gina, 2022). 

Embora a causa da asma ainda esteja indefinida, vários fatores de risco, por sua vez, 

são identificados: predisposição genética (hereditariedade varia entre 35 a 95%), eventos no 

início da vida, como baixo peso ao nascer e prematuridade, exposições ambientais 

transmitidas pelo ar e doenças respiratórias virais (Marques; Vale, 2022). Uma condição 

importante a ser considerada como fator relacionado à exacerbação e desfechos ruins para a 

asma é o baixo status socioeconômico - pobreza, que tem razões complexas, as quais incluem 

má nutrição, pouco ou nenhum acesso a serviços de saúde, assistência médica e 

medicamentos, além de alta exposição à fumaça de cigarro e/ou poluição (Ramsahai; 

Hansbro; Wark, 2019). 

Em relação à fisiopatologia da asma, em resposta a diferentes estímulos, a 

hiperresponsividade das vias aéreas, marcada pela reação broncoconstritora exagerada, é uma 

característica da significativa (Sinyor; Perez, 2022). Outras características do processo 

asmático incluem remodelamento das vias aéreas, hiperplasia e hipertrofia do músculo liso 

das vias aéreas e produção excessiva de muco, o que pode ser manifestado pelos sintomas 

mais proeminentes (Calhoun; Chupp, 2022; Drake et al., 2021).  

O tratamento da asma recomendado pela GINA é baseado na administração de 

corticosteróides inalatórios para controlar os sintomas e prevenir crises, além de agonistas 

beta 2 de curta duração (SABA) ou de longa duração (LABA) a depender da gravidade do 

quadro (Levy et al., 2023). A terapêutica da asma também pode incluir anticolinérgicos, 

antagonistas de leucotrienos e anti-IL-5 (Castillo; Peters; Busse, 2017).  

No entanto, observa-se que a incidência de eventos adversos a medicamentos 

antiasmáticos comuns aumentou na última década, principalmente entre crianças em idade 

pré-escolar que usavam broncodilatadores, resultando em aumento substancial dos custos de 
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saúde (Xie et al., 2022). O uso de corticosteroides orais, tanto em curto quanto em longo 

prazo, é cada vez mais reconhecido por sua associação direta a uma ampla gama de efeitos 

adversos sistêmicos graves, embora efeitos locais também possam ocorrer, e são 

frequentemente mais prevalentes dependendo da via de administração. Dada essa 

preocupação, alternativas poupadoras de corticosteroides são recomendadas a pacientes com 

asma grave (Casale et al., 2022), mas também são exploradas para casos de asma leve e 

moderada. Além dos corticosteroides, outras classes de medicamentos como modificadores de 

leucotrienos, anticorpos monoclonais e broncodilatadores de longa ação são empregadas no 

manejo da asma, cada qual com seu perfil de segurança e eficácia. Apesar de historicamente 

conhecido o papel dos agonistas beta 2 de curta duração (SABA) no tratamento da asma, 

estudos mostram que o aumento da exposição ao SABA está associado ao risco de 

exacerbação grave, independentemente da terapia de manutenção. Por isso, a GINA não 

recomenda mais SABA como monoterapia para asma leve (Quint et al., 2022), incentivando a 

busca por abordagens terapêuticas mais seguras e eficazes para todos os níveis de gravidade 

da doença. 

Os números de óbitos e internações por asma no Brasil vêm diminuindo desde 2009, 

porém, os números absolutos ainda são elevados, o que resulta em elevados custos diretos e 

indiretos para o sistema público de saúde (Cardoso et al., 2017). Na adolescência, destaca-se a 

maior ocorrência de óbitos fora do ambiente hospitalar, demonstrando a possibilidade de 

subestimar a gravidade da doença e a necessidade de tratamento (Pitchon et al., 2020). Neste 

contexto, melhorar o controle da asma pode reduzir a demanda por atendimentos de 

emergência e hospitalizações por exacerbações de asma e pode levar à redução do ônus 

econômico da asma para a sociedade (Nascimento et al., 2023). 

Alternativamente, compostos naturais ou plantas medicinais, têm sido estudadas como 

potenciais terapias farmacológicas para o tratamento da asma (Borghi et al., 2022; Lee; Shim, 

2022).  Muitos produtos naturais, como os óleos essenciais ou monoterpenos, apresentam 

atividade anti-inflamatória e antioxidante, o que os torna fonte de novos compostos para o 

tratamento da asma ou da doença pulmonar obstrutiva crônica (Feng et al., 2023; Han et al., 

2022; Games et al., 2016). 

O monoterpeno mirceno, é conhecido por ter propriedades anti-inflamatórias, 

analgésicas, antimutagênicas e antioxidantes e, recentemente investigado, uma droga 

promissora para o tratamento de complicações mediadas pela asma em ratos neonatos (Du et 
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al., 2020). Aliado à nanotecnologia, uma tecnologia emergente com boa diversidade de 

sistemas de entrega de fármacos, é possível o desenvolvimento de uma terapia com melhora 

significativa do direcionamento do fármaco, redução da toxicidade e melhor 

biodisponibilidade (Zuo et al., 2022). 

Neste contexto, diante das propriedades farmacológicas e potencial efeito antiasmático 

do mirceno, o objetivo deste trabalho foi investigar o efeito antiasmático do mirceno e das 

suas preparações nanoemulsionadas em modelos de asma em animais, além do efeito 

antitussígeno, sua atividade expectorante e atividade espasmolítica. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 FISIOPATOLOGIA E SINTOMAS DA ASMA 

A asma é comumente definida como uma doença inflamatória crônica das vias aéreas 

em que ocorre o influxo de células e mediadores inflamatórios e remodelação do tecido 

pulmonar, tendo como consequência hiperresponsividade e limitação do fluxo de ar (Gregório 

et al., 2021).  Neste caso, ocorre uma reação do sistema imune inato e adaptativo, levando 

células de defesa a agirem junto às células epiteliais e células musculares lisas, levando-as a 

terem uma responsividade elevada em reação a estímulos como exercícios físicos, ar frio ou a 

alérgenos (Pavón-Romero et al., 2021). 

Pode-se classificar a asma em: alérgica, quando mediada pela imunoglobulina E (IgE); 

asma não alérgica, geralmente desencadeados por infecções virais do trato respiratório 

superior ou sem causa aparente; asma ocupacional, que ocorre quando a pessoa desenvolve 

asma a partir da exposição a agente causador de asma no ambiente de trabalho; doença 

exacerbada pelo uso de aspirina; asma induzida por exercício e asma  com tosse variante 

(Boonpiyathad et al., 2019; Padem; Saltoun, 2019; Eid et al., 2019). Já em relação à 

classificação fisiopatológica, levando em consideração sua heterogeneidade imunológica, usa-

se a estratégia de identificar a celularidade inflamatória em fluidos extraídos da via aérea 

(escarro ou lavado broncoalveolar - LBA) (Pavón-Romero et al., 2021). De acordo com as 

evidências fornecidas pela citologia das amostras, podem existir quatro grupos diferentes: 

eosinofílicos, neutrofílicos, uma mistura de ambos e paucigranulocíticos (Davis; Sheats, 

2021; Chen et al., 2021; Kurvilla; Lee; LeE, 2019). 

De modo geral, o processo asmático é iniciado quando alérgenos, sejam estes vírus, 

bactérias ou fungos, são inalados ou aspirados, entrando em contato com epitélio, que por sua 

vez desencadeia uma produção de citocinas que promovem a ativação e recrutamento de 

células imunes nas vias aéreas (Bonser; Erle, 2019). Os mecanismos causais da doença são 

chamados endotipos e são considerados como tipo ―T helper‖ (Th) 1, 2 ou 17 (Potaczek, 

2020). 

Para sair de um estado de repouso para um estado de expansão clonal e diferenciação 

em diferentes subtipos de células efetoras, precisa ocorrer o contato das células T CD4 

virgens com células apresentadoras de antígenos (APC) ativadas e a ligação a moléculas do 

complexo de histocompatibilidade de células Th, além de estimulação de determinadas 
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citocinas no ambiente (Zhao, et al., 2021). Enquanto interferon-γ (IFN-γ) e interleucina 12 

iniciam diferenciação de células Th1, regulada pelo fator de transcrição T-box, IL-4 é 

responsável por células Th2 e IL-6 e IL-23 estimulam a proliferação e diferenciação de 

células Th17 (Zhu, 2015; Gálvez, 2014). 

O processo asmático do tipo Th2 está fortemente associado à atopia e alergia, reações 

de hipersensibilidade do tipo I, inflamação eosinofílica e resposta a corticosteróides (Wenzel, 

2012). Acredita-se que a inflamação induzida por aeroalérgenos seja impulsionada por 

citocinas Th2, incluindo interleucinas (IL) 4, IL-5 e IL-13 (Tran et al., 2016). Essas 

interleucinas são centrais na fisiopatologia da asma do tipo Th2. A IL-5 está envolvida na 

diferenciação, sobrevivência, crescimento, recrutamento e degranulação de eosinófilos para o 

sítio de exposição ao antígeno; IL-13 na hiperreatividade brônquica na asma, e IL-4 na 

produção de anticorpos IgG e IgE (Lambrecht; Hammad, 2015; Pelaia et al., 2019; Carr; Zeki; 

Kraft, 2018). 

Os eosinófilos associados com resposta Th2 têm efeitos pleiotrópicos em várias 

células inflamatórias e são capazes de sintetizar e armazenar proteínas citotóxicas dentro de 

grânulos intracelulares (Kuruvilla; Lee; Lee; 2019). Além disso, são células inflamatórias 

dominantes presentes nos pulmões de pacientes asmáticos, sendo ligado também ao aumento 

da produção de muco e obstrução das vias aéreas (Jacobsen et al., 2021; Dunican et al., 2018). 

Em modelos de camundongos, os eosinófilos são necessários para o acúmulo de muco 

pulmonar e a hiperresponsividade das vias aéreas associada à asma (Lee et al., 2004; Jackson, 

Akuthouta, Roufosse, 2022). 

Apesar de ainda ser pouco compreendido, o papel do processo do tipo Th1 pode estar 

relacionado ao aumento de interferon-γ (IFNγ), o qual é responsável por aumentar as 

respostas dos mastócitos atraído pelas quimiocinas CXC, induzidas pelo IFNγ no músculo 

liso (Wenzel, 2012). Respostas antivirais do tipo Th1 também incluem liberação de IFN-

alfa/beta de monócitos, epitélio e eosinófilos, promovendo a eliminação viral e uma proteção 

robusta contra a exacerbação da infecção (Shen, Malter, 2019). 

Diferente disso, a inflamação do tipo Th17 tem sido fortemente associada à neutrofilia 

e considerada um importante alvo terapêutico (Wenzel, 2012; Mckinley et al., 2008). As 

células Th17 secretam principalmente fatores inflamatórios com IL-17 e IL-22 e são 

originadas a partir da diferenciação das células T virgens que foram estimuladas por IL-6 e 

IL-23 (Zhao et al., 2021). A expressão de IL-17A e IL-17F tem sido associada à asma grave e 
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prejuízo da função pulmonar, mas não associada à inflamação neutrofílica (Lajoie et al., 

2010; Doe et al., 2010). Porém, sabe-se que a IL-17A induz o recrutamento e ativação de 

neutrófilos e que localmente promove a produção de outras citocinas pró-inflamatórias, tais 

como TNF-α e IL-6 (Iwakura et al., 2011). 

Juntas, reações inflamatórias e respostas imunológicas, produzem consequências 

prejudiciais à qualidade de vida da pessoa com asma. O paradigma atual da fisiopatologia da 

asma estabelece a remodelação, a soma das alterações estruturais da parede das vias aéreas e 

do parênquima pulmonar para explicar a hiperresponsividade das vias aéreas (King, et al., 

2018).  

Neste sentido, tais alterações compreendem as células do músculo liso das vias aéreas, 

as quais passam por um processo de aumento de massa devido à hipertrofia e hiperplasia, 

além de espessamento das membranas basais, subepiteliais e do epitélio, hipertrofia das 

glândulas mucosas, fibrose com alteração da composição da matriz extracelular e alterações 

vasculares linfáticas (Camoretti-Mercado; Lockey, 2021).  

Essas mudanças têm consequências facilmente perceptíveis na apresentação clínica 

dos indivíduos asmáticos, tais como: limitação variável do fluxo de ar, tosse, aperto no peito, 

sibilos ao respirar, respiração curta e chiado (Papi et al., 2018). Tais sintomas podem se 

agravar mediante existência de comorbidades e fatores de risco tais como obesidade, 

rinossinusite e pólipos nasais, fumo de tabaco, ansiedade e depressão, refluxo gastroesofágico, 

desordens respiratórias e osteopenia/oeteoporose têm riscos aumentados para asma severa 

(Jones; Neville; Chauhan, 2018). 

As exacerbações da asma também têm ocorrência sazonal, seja pelo frio do inverno, 

gripe influenza ou, principalmente, quando há infecção por rinovírus em crianças e adultos, 

sendo este mais comum e com maior gravidade (Ramsahai; Hansbro; Wark, 2019). A 

persistência e aceleração de ambos os processos inflamatório e remodelamento das vias aéreas 

na infância, quando modificadas pela exposição a viroses e dieta, pode ser base do 

desenvolvimento da asma severa e persistente em adultos (King et al., 2018). 

Apesar de ainda haver baixa adesão a vacinas das pessoas com asma, ensaios clínicos 

e estudos observacionais mostram que a vacinação contra influenza é segura e que 

provavelmente beneficia pessoas com asma contra a infecção por influenza, doenças 

respiratórias, ataques de asma e complicações da asma relacionadas à influenza (Vasileiou et 

al., 2017). 
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2.2 DIAGNÓSTICO DA ASMA 

Os principais sintomas da asma são dispneia, espirro, tosse e aperto no peito, sendo 

estes quase sempre variáveis e com desencadeadores como alérgenos ou infecções virais 

identificados e tratados sempre que possível (Jones; Neville; Chauhan, 2018). Considerando 

esse quadro sintomático, um correto diagnóstico é muito importante para se evitar exposição 

de pessoas, principalmente crianças, a tratamentos desnecessários em caso de subdiagnóstico, 

falta de tratamento adequado ou perda de outros diagnósticos (Bush; Pavord, 2018; Gina, 

2022).  

O diagnóstico de asma é baseado na combinação de sintomas respiratórios, como os 

citados acima, e a limitação variável das vias aéreas, que variam substancialmente ao longo 

do tempo e em magnitude espontaneamente ou com tratamento (Ullmann et al., 2018). 

Características como sintomas na infância ou história familiar de alergia aumentam a 

probabilidade de que o paciente tenha asma, sendo o sibilo expiratório o achado mais comum 

na ausculta torácica, porém comum também em outras disfunções das vias aéreas como 

doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC) ou infecções (Rothe et al., 2018). 

A maioria dos guias clínicos considera que a asma pode ser diagnosticada em crianças 

nos primeiros anos de vida desde que o quadro clínico seja compatível com a doença, a 

resposta ao tratamento seja adequada e outros possíveis diagnósticos sejam descartados 

(Moral et al., 2019). Em crianças e adultos acima de 5 anos, a avaliação de asma deve ter pelo 

menos alguma confirmação objetiva para apoiar o diagnóstico por meio de testes de função 

pulmonar e avaliações não invasivas de inflamação das vias aéreas usando óxido nítrico 

exalado (Saglani; Menzie-Gow, 2019). 

O teste de função pulmonar, que auxilia na identificação e quantificação de 

anormalidades do sistema respiratório pode incluir diversos estudos diferentes, comumente 

espirometria com fluxo de volume, volume pulmonar e capacidade de difusão do monóxido 

de carbono (Dempsey; Scanlon, 2018). O volume expiratório em 1 segundo (FEV1), avaliado 

no exame de espirometria, é confiável para o diagnóstico de asma (Miller et al., 2005). 

Quando são obtidas evidências de variabilidade excessiva na função pulmonar expiratória em 

pacientes com sintomas respiratórios típicos, há fortes indicativos desta ser uma componente 

essencial do diagnóstico de asma (Gina, 2022). Em crianças maiores de 5 (cinco) anos de 
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idade, o pico de fluxo expiratório (PFE) e a espirometria são comumente usados para avaliar a 

obstrução e a reversibilidade do fluxo aéreo (Martin; Townshed; Brodlie, 2022). 

Com maior dificuldade de diagnóstico comparado a crianças e adultos jovens, devido 

à pior percepção da dispneia ou problemas na realização de testes objetivos complexos, o 

diagnóstico de asma em adultos idosos (idade maior que 65 anos) é estabelecido a partir da 

história clínica detalhada, exame físico e testes de função pulmonar (Nanda et al., 2020). 

Diferente da asma, apesar de ter sintomas parecidos, a DPOC tem como características 

marcantes e importantes para diferenciar do diagnóstico de asma: acometer adultos acima dos 

40 anos de idade, causada por fumaça do cigarro ou poluição; pouca resposta aos β2-

adrenérgicos e aos glicocorticoides; sinais de enfisema pulmonar em exames radiográficos 

(Yayan; Rasche, 2016). 

2.3 SECREÇÃO DE MUCO E OBSTRUÇÃO DAS VIAS AÉREAS 

A rápida secreção de muco é a primeira linha de defesa contra a grande quantidade de 

irritantes que a inalação de ar traz para os pulmões, tais como micróbios, poeira, fuligem e 

gases que danificam o epitélio das vias aéreas (Rogers, 2007). Por meio de interações dos 

cílios com a camada de muco durante a propulsão ciliar do muco, as vias aéreas saudáveis 

detectam e mantêm as concentrações de muco (Anderson et al., 2015). Esse muco é eliminado 

do pulmão pelos cílios e pelo fluxo de ar, incluindo bombeamento bifásico gás-líquido e 

mecanismos dependentes da tosse, sendo que as taxas de transporte de muco dependem 

fortemente da concentração de muco (Hill et al., 2022). Depois que o muco sobe pela 

traquéia, ele é impulsionado através das cordas vocais pelo epitélio ciliar, entra na faringe e é 

deglutido, sendo eliminados pelo trato gastrointestinal diariamente (Fahy; Dickey, 2010). 

A hidratação da camada de muco, em parte regulada pelos níveis extracelulares de 

nucleotídeos/nucleosídeos, é um determinante importante da eficácia da depuração do muco, 

mecanismo esse que protege o pulmão de inalados infecciosos e não-infecciosos (Anderson et 

al., 2015). Uma depuração mucociliar eficiente, em pessoas saudáveis, ocorre com a 

hidratação das superfícies das vias aéreas devido a absorção epitelial de sódio (Na
+
) bem 

equilibrada e secreção de ânions cloreto (Cl
-
) (Boucher, 2019). 

O muco das vias aéreas humanas é um hidrogel composto por aproximadamente 98% 

de água, 0,9% sal, 0,8% de proteínas globulares e 0,3% de polímeros de mucina de alto peso 

molecular (Boucher, 2019). Mucinas são proteínas fortemente glicosiladas definidas pela 
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presença de repetições em tandem de sequências de aminoácidos ricos em serina e treonina, 

aos quais estão ligados grandes estruturas ramificadas de carboidratos (Widdicombe; WinE, 

2015). As mucinas respiratórias majoritariamente secretadas são MUC5AC e MUC5B, as 

quais possuem uma organização multimérica e alta concentração de carboidrato e são 

principalmente regulados por dois genes adjacentes entre si no cromossomo 11p15.5 e 

controlados pelo fator de crescimento epidérmico (EGF, do inglês, epidermal growth factor) 

(Santus; Radovanovic; Chiumello, 2019). 

A exocitose das mucinas secretadas é a etapa final em seu processamento intracelular, 

resultando em sua liberação no lúmen das vias aéreas para interagir com água e íons para 

formar muco (Jaramillo et al., 2018). A secreção de mucinas, tanto em taxa basal quanto em 

taxa alta estimulada, é regulada por segundos mensageiros que atuam na maquinaria exocítica 

(Zhu et al., 2015). Essa maquinaria envolve o transporte do retículo endoplasmático, onde as 

mucinas são sintetizadas, para o complexo de Golgi, onde ocorre glicosilação, processamento 

e triagem pós-tradução e, finalmente, do trans-Golgi para a superfície celular (Davis; Dickey, 

2008). As células das glândulas mucosas liberam seus grânulos de secreção de maneira 

gradual em resposta a agentes colinérgicos, adrenérgicos e a uma ampla variedade de outros 

agentes neuro-humorais, a maioria dos quais se liga a receptores na região basolateral 

(Widdicombe; Wine, 2015). Após a estimulação por altos níveis desses agonistas 

extracelulares, como ATP, acetilcolina ou histamina, a taxa de secreção de mucina das vias 

aéreas pode aumentar milhares de vezes (Jaramillo et al., 2018). 

Quando em excesso, seja em quantidade ou densidade, o muco secretado para 

transportar substâncias inflamatórias não é adequadamente eliminado por ação ciliar, 

permanece nas vias aéreas e fornece os pré-requisitos para responsividade e obstrução do trato 

respiratório, o que resulta no bloqueio do fluxo de ar, fornece as condições ideais para a 

colonização microbiana e leva a uma diminuição da função pulmonar (Ren et al., 2015; Wang 

et al., 2019). Um passo fundamental na patogênese da doença muco-obstrutiva é a 

compressão osmótica da camada de muco na superfície das vias aéreas com a formação de 

placas e tampões de muco aderentes, particularmente nas vias aéreas distais (Hill et al., 2022). 

Devido a essa obstrução, caso persista essa falha na eliminação de muco, a tosse é o principal 

mecanismo de ajuda, além disso análises viscoelásticas fornecem informações sobre a eficácia 

da tosse para compensar as ineficiências dependentes da concentração nos cílios e no 

transporte de muco induzido pela respiração (Hill et al., 2014). 
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Na asma, devido a forte atuação de mediadores inflamatórios, a hiperplasia e 

metaplasia epiteliais das vias aéreas resultam em alterações na mucina armazenada e 

secretada e na produção de muco patológico, culminando em dificuldade do transporte do 

muco e obstrução das vias aéreas (Bonser; Erle, 2017). Múltiplos mecanismos desarranjam as 

vias de transporte de íons que normalmente hidratam o muco em doenças pulmonares muco-

obstrutivas, por exemplo, fibrose cística (FC), DPOC, bronquiectasia não FC (NCFB) e 

discinesia ciliar primária (DCP) (Hill et al., 2022). 

Como forma de reduzir essa obstrução, expectorantes, incluindo medicamentos 

mucoativos, expectorantes estimuladores de náusea, mucocinéticos, proteases e nucleases, 

podem ser adotados como terapia (Zhang; Zhou, 2014). Da mesma forma, são racionais as 

estratégias e terapias para limpar o muco aderente por meio de agentes hidratantes ou 

mucolíticos (Hill et al., 2022). 

Os medicamentos mucoativos são usados para promover a eliminação de muco e são 

categorizados de acordo com seus mecanismos e ação (Rubin, 2015). Expectorantes 

estimuladores de náusea estimulam a mucosa gástrica e as células das glândulas respiratórias 

a aumentar a secreção de escarro mais fino, facilitando assim sua expulsão (Zhang; Zhou, 

2014). Já os mucocinéticos são medicamentos que aumentam o clearance mucociliar por ação 

nos cílios, por aumentar a frequência de batimento ciliar (Rubin, 2007). No caso de proteases 

e nucleases, a atividade mucolítica ocorre por meio da degradação de mucinas (Sanders et al., 

2007). Nessa linha, mucolíticos degradam estruturas do muco, tornando-o menos espesso e 

facilitando a sua eliminação por meio da tosse (Wilkinson et al., 2014). Por fim, a hidratação 

do muco pode ser obtida por hidratação direta, como a administração de agentes osmóticos, 

usando moduladores de canais, como no caso do gene regulador de condutância 

transmembrana (CFTR), ou obtida farmacologicamente, por ação em outros canais iônicos 

nas células epiteliais das vias aéreas (Tildy; Rogers, 2015). 

Além das vias clássicas citadas acima, outras vias potenciais para a redução da 

hipersecreção de muco estão sendo estudadas, como por exemplo o uso de antagonistas de 

quimiocinas, inibidores da fosfodiesterase 4, antioxidantes, inibidores da tirosina cinase, 

inibidores de proteases, antagonistas de receptores purinérgicos, dentre outros (Rogers; 

Barnes, 2006; Zhang et al., 2016). 

Em outra direção, há investigações do potencial do muco como biomarcador simples e 

eficaz de doenças das vias aéreas que se correlacione com propriedades do muco, como 
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concentração de sólidos, viscosidade, elasticidade, difusividade e frequência de transporte 

(Hill et al., 2014). Nesse sentido, outro importante meio para o estudo da atividade 

expectorante é o fluido do lavado broncoalveolar, sobre o qual é possível avaliar sua 

concentração através do vermelho de fenol como indicador (Menezes et al., 2019). 

A secreção traqueal de vermelho de fenol é um método simples de triagem de 

compostos mucoativos em que após a administração do vermelho de fenol por via 

intraperitoneal, parte do indicador é secretado para o lúmen traqueal, indicando o efeito 

expectorante (Engler; Szelenyi, 1984). 

2.4 REFLEXO DA TOSSE 

O reflexo da tosse é um mecanismo de defesa fisiológico que remove irritantes 

inalados das vias aéreas (Svajdova; Buday; Brozmanova, 2019). Vários fatores ambientais e 

do hospedeiro, como infecção respiratória, poluentes atmosféricos, irritantes ocupacionais, 

alérgenos, eosinófilos ou refluxo, podem sensibilizar e desencadear a tosse (Mcgovern et al., 

2018). Primeiro, a tosse envolve a inspiração para preparar os pulmões com um volume de ar, 

depois a obstrução das vias aéreas para aumentar a pressão por meio da contração do músculo 

expiratório contra a glote fechada e, por fim, a subsequente expulsão de ar durante a qual a 

glote se abre e ocorre o fluxo aéreo expiratório de alta velocidade (Krohn et al., 2023). 

A tosse induzida é diferenciada da tosse espontânea que ocorre na doença porque, 

embora ambas sejam induzidas por estímulos irritantes, a última reflete a tosse de ocorrência 

natural na qual os gatilhos tussígenos podem ser endógenos (muco, refluxo ou inflamação), 

exógenos (ar frio, perfume ou fumaça) ou talvez cognitivo (tosse voluntária), mas é 

improvável que seja homogêneo para todas as pessoas (Lee et al., 2021). Essa tosse pode ser 

aguda ou crônica, como no caso da infecção por vírus respiratórios (como o rinovírus ou o 

coronavírus 2 da síndrome respiratória aguda grave (SARS-CoV-2)), que são causas comuns 

da tosse aguda e geralmente é autolimitada, porém a tosse pós-infecciosa pode persistir por 

meses em alguns indivíduos (Chung et al., 2022). A tosse crônica, caracterizada por ter uma 

duração maior que oito semanas, é uma condição comum na síndrome da tosse das vias aéreas 

superiores, asma variante da tosse, refluxo gastroesofágico (DRGE) e bronquite eosinofílica 

(Irwin et al., 2006). 

Na patologia respiratória, o sistema nervoso sensorial pode ficar desregulado, podendo 

levar a reflexos autonômicos (broncoespasmo, secreções), vontade de tossir, e dispnéia 
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desequilibradas e exageradas, como aqueles que envolvem inflamação, incluindo rinite, 

bronquite, asma e DPOC (Mazzone; Undem, 2016). A maioria dos pacientes com tosse 

crônica apresenta hipersensibilidade à tosse, caracterizada por aumento da responsividade 

neural a uma variedade de estímulos que afetam as vias aéreas e os pulmões e outros tecidos 

inervados por suprimentos nervosos comuns (Chung et al., 2022). 

Essa inervação que regula a tosse é constituída principalmente por fibras C 

broncopulmonares não mielinizadas e um subconjunto de nervos sensoriais Aδ mielinizados 

mecanicamente sensíveis e reativos à acidez (Canning et al., 2014). Quando localizadas nas 

grandes vias aéreas ou respondem com latência curta a estimulante químico injetado 

diretamente na artéria brônquica, as fibras C são denominadas ―brônquicas‖ e acredita-se que 

terminem em grande parte no interstício pulmonar próximo aos capilares pulmonares (Pecova 

et al., 2020). Uma fibra C é considerada uma fibra C pulmonar se responder a um estimulante 

químico com latência curta quando administrado por injeção no átrio direito para a circulação 

pulmonar (Mazzone; Undem, 2016).  

A latência é definida como o período que leva do estímulo até o início da primeira 

tosse (Ivan et al., 2016). Uma latência curta está relacionada a um maior número de tosses, 

uma vez que após o estímulo nocivo detectado por receptores e canais iônicos pode ocorrer 

uma estimulação excessiva do reflexo normal da tosse (Zhuang et al., 2019; Morice et al., 

2020). 

As fibras Aδ surgem do gânglio nodoso, terminam nos brônquios extrapulmonares, 

traqueia e laringe e podem gerar o reflexo de tosse quando estimuladas por partículas 

aspiradas, secreções acumuladas e acidificação da mucosa ou aspiração de conteúdo gástrico 

(Canning et al., 2004; Chung et al., 2022). Algumas descobertas indiretas sugerem que as 

fibras Aδ sensíveis ao ácido e insensíveis à capsaicina, chamadas ―receptores da tosse‖, são 

responsáveis pela tosse reflexa protetora e podem ser moduladas por meio de inflamação 

impulsionada pelo sistema imunológico (Foucaud et al., 2019). Esses nervos, por serem do 

tipo mielinizados, conduzem potenciais de ação em velocidades mais altas do que nervos não 

mielinizados, com aproximadamente 5 m/s (Mazzone; Undem, 2016). 

Experimentos em modelos animais demonstram que a ativação do nervo sensorial das 

vias aéreas resulta em um potencial de ação sendo transportado ao longo do nervo vago para o 

sistema nervoso central (SNC) por meio de projeções para o núcleo do tronco cerebral do 

trato solitário (NTS) e núcleo paratrigeminal (Mazzone; Mcgarvey, 2021). A tosse, então, é 
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desencadeada pela detecção de um irritante por meio de projeções vagais da laringe ou das 

vias aéreas inferiores por meio do gânglio jugular para o núcleo paratrigeminal, ou dos 

pulmões ou vias aéreas inferiores por meio do gânglio nodoso para o NTS (Krohn et al., 

2023). 

A neurotransmissão por neurônios aferentes vagais é mediada principalmente por 

sinalização glutamatérgica mediada por receptores não N-metil-D-aspartato (NMDA), mas 

também por vias de sinalização mediada por transmissores como por exemplo substância P, 

neurocinina A, ácido γ-aminobutírico (GABA) e ATP, os quais podem evocar reflexos de 

tosse (Mutuolo, 2017). Também deve-se observar o envolvimento do cálcio nos mecanismos 

do reflexo da tosse, do sódio, da molécula de ATP, do canal de sódio sensível à voltagem 

(NaV), dos receptores de canais de potencial transiente (transient receptor potential - TRP), 

sejam estes últimos transient receptor potential ankyrin (TRPA), transient receptor potential 

melastatin (TRPM) e transient receptor potential vanilloid (TRPV) (MORICE et al., 2021). 

A partir das células epiteliais das vias aéreas, através dos canais da pannexina-1, o 

ATP pode ser liberado, ativar os canais P2X3 e promover a despolarização cumulativa de 

magnitude suficiente pode desencadear a abertura dos NaVs expressos pelos nervos 

sensoriais, levando à geração de um potencial de ação transportado pelo nervo vago para o 

sistema nervoso central (Mazzone; Mcgarvey, 2021; Makarenkova; Shah; Shestopalov, 2018). 

Medicamentos neuromoduladores, como gabapentina, amitriptilina, pregabalina e 

baclofeno, têm sido usados para tratar a tosse crônica neurogênica, abrindo a possibilidade de 

investigação de vias alternativas envolvidas no tratamento da tosse (Giliberto; Cohen; 

Misono, 2017). Há estudos, por exemplo, demonstrando o importante papel da inibição da 

geração de potencial de ação mediada pela via gabaérgica pelos receptores do tipo A e B no 

NTS na redução da tosse (Kotmanova et al., 2018).  

A eficácia dos neuromoduladores, porém, apresenta limitações pois a tosse tende a 

aparecer após o tratamento, seja devido à remissão espontânea das causas subjacentes à tosse 

ou a etiologia subjacente não ter sido eliminada (Zhang, 2023). 

A codeína, um dos medicamentos mais populares para o controle da tosse, continua a 

ser indispensável, mas controverso devido aos seus efeitos adversos, incluindo depressão 

respiratória ou overdose potencialmente fatal (An, 2024). 
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2.5 PAPEL DO MÚSCULO LISO NA FISIOPATOLOGIA DA ASMA 

Podendo ser classificado de acordo com suas propriedades contráteis em tônico ou 

fásico, diferindo aí no tempo de manutenção da contração, ambos compartilham as mesmas 

vias de sinalização e regulação (Álvarez-Santos et al., 2020). No entanto, o músculo liso das 

vias aéreas torna-se tônico após o nascimento porque não gera contrações espontâneas (Wang 

et al., 2019).  

O músculo liso das vias aéreas tem papel central na patogênese da asma, na 

hiperresponsividade das vias aéreas e constitui um importante alvo para o seu tratamento 

(Camoretti-Mercado; Lockey, 2021). O aumento da massa do músculo liso brônquico, uma 

característica do remodelamento das vias aéreas na asma grave, está associado à resistência ao 

tratamento e mau prognóstico (Girodet et al., 2015). Pequenas moléculas que visem 

diretamente às principais vias de sinalização implicadas na contração e proliferação de células 

do músculo liso podem ser uma oportunidade terapêutica interessante (Hassoun et al., 2022). 

A disposição do músculo liso das vias aérea ocorre da seguinte forma: ao longo da 

extremidade posterior da traqueia e dos brônquios principais, conectando os segmentos de 

anéis de cartilagem em forma de ―U‖; nos brônquios de tamanho médio, entre as placas 

cartilaginosas e o epitélio; entrelaçados como espirais que forma uma malha que fica entre a 

cartilagem e o epitélio; nos bronquíolos, entre o tecido adventício e o epitélio (Martin et al., 

2022). As células musculares lisas se conectam à matriz extracelular nas junções de adesão à 

membrana que fornecem acoplamento mecânico entre as células musculares lisas dentro do 

tecido e que detectam sinais ambientais locais e os transduzem para vias de sinalização 

citoplasmática e nuclear (Zhang; Wu; Gunst, 2023). 

A elastase neutrofílica, por exemplo, secretada por neutrófilos e macrófagos durante a 

inflamação, por degradar vários componentes da matriz extracelular, pode provocar hiper-

reatividade das vias aéreas (Lockett; Wu; Gunst, 2018). Evidências sugerem que as alterações 

nas propriedades contráteis e mecânicas do músculo liso das vias aéreas causadas por 

perturbações mecânicas resultam em mudanças na organização do citoesqueleto da célula 

muscular lisa (Zhang; Gunst, 2019). 

Neste sentido, características relacionadas ao músculo liso das vias aéreas como 

aumento do espessamento, remodelamento e estreitamento excessivo e variável das vias 

aéreas são importantes na busca por estratégias e terapias que visem reduzir os efeitos da 
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condição asmática (Wang et al., 2020). Uma redução na eosinofilia das vias aéreas, por si só, 

é insuficiente para explicar a diminuição da massa do músculo liso clinicamente observada 

sem uma redução concomitante no recrutamento de células musculares lisas ou de seus 

precursores (Saunders, 2019). Evidências crescentes mostram que o receptor de 

prostaglandina D2 é expresso não só em células estruturais e inflamatórias, mas também em 

células musculares lisas, sendo que o seu antagonismo tem efeito significativo na redução da 

massa muscular lisa das vias aéreas (Chen et al., 2021; Domingo et al., 2018). Outra via 

interessante com papel importante na remodelação é a via de sinalização Rho/ROCK, em 

parte por meio da regulação da proliferação e diferenciação de células musculares lisas das 

vias aéreas, que pode estar conectado com fatores de cotranscrição relacionados à miocardina, 

um fator chave para o crescimento muscular (Yang; Shi, 2021).   

Em resumo, é importante destacar que não só o músculo liso contribui para o 

remodelamento das vias aéreas, mas também outros fatores, como integridade epitelial, 

metaplasia das células mucosas, remodelamento da matriz extracelular nas vias aéreas e nos 

vasos, e angiogênese (Hsieh; Assadinia; Hackett, 2023). 

O aumento de massa muscular piora o efeito da broncoconstrição (Martin et al., 2022). 

A elevação do cálcio intracelular desencadeia a contração do músculo liso, a qual pode ser 

induzida por diversos fatores (Wicher et al., 2021). Na traqueia, há receptores muscarínicos 

M3 acoplados à proteína Gq que são estimulados por acetilcolina, liberada de nervos 

parassimpático ou por administração exógena de metacolina (Proskocil; Calco; Nie, 2021). 

Quando estimulado, o receptor Gq ativa a fosfolipase C que gera o trifosfato de inositol (IP3) 

e o diacilglicerol (DAG), promovendo a liberação de cálcio do estoque intracelular após a 

interação do IP3 com o seu receptor no retículo sarcoplasmático (Kuo; Ehrlich, 2015). O 

DAG ativa a proteína cinase C (PKC), que fosforila  Cpi-17, um inibidor da proteína fosfatase 

1,  para inibir a fosfatase da cadeia leve da miosina e favorecer a contração (Camoretti-

Mercado; Lockey, 2021). Com essa elevação do cálcio intracelular, que também ocorre 

devido à entrada do cálcio extracelular decorrente da ativação promovida pelo DAG em 

canais de cálcio operados por receptor, ocorre a ativação da cinase da cadeia leve da miosina 

(MLCK) levando à contração do músculo liso (Croisier et al., 2015). A bomba de cálcio-

ATPase do retículo sarcoplasmático (SERCA) tem função de recarregar estoques de cálcio 

intracelular de volta para retículo sarcoplasmático (Selnø; Sumbayev; Gibbs, 2022). 
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Além da ativação pelo sistema nervoso, os agonistas endógenos que estimulam a 

liberação de Ca
2+

 incluem autocoides como histamina e serotonina, mediadores lipídicos 

como cisteinil leucotrienos C4, D4 e E4, prostanóides como prostaglandinas D2, F2α e 

tromboxano A2 (Lam; Lamanna; Bourke, 2019). Metacolina, um β-metil análogo à 

acetilcolina com duração longa de ação, e carbacol, são duas drogas que mimetizam, são mais 

estáveis in vivo do que a acetilcolina e são usadas para estudar a broncoconstrição (Martin et 

al., 2022; Jude, 2019). 

Após o aumento da concentração do cálcio intracelular no meio citosólico em 

respostas a estímulos broncoconstritores, ocorre o acoplamento do cálcio à calmodulina 

(CaM) e ativação da MLCK, que fosforila o resíduo serina-19 da subunidade da cadeia leve 

da miosina (MLC20) do músculo liso para induzir uma mudança conformacional na miosina e 

causa a formação e contração de ponte cruzada da actomiosina, levando à contração das 

células musculares lisas (Hassoun et al., 2022; Camoretti-Mercado; Lockey, 2021). De modo 

a manter um equilíbrio com a MLCK, nesse processo de controle há também a fosfatase da 

cadeia leve da miosina (MLCP), um regulador chave da contração e que não depende do 

cálcio para sua ativação (Álvarez-Santos et al., 2020). 

A capacidade de resposta do músculo liso das vias aéreas, opondo-se ao estreitamento 

das vias aéreas, pode ser diminuída por meio da respiração normal, inspiração profunda e 

administração de β2 agonistas (Camoretti-Mercado; Lockey, 2021). O agonismo 

farmacológico do receptor β2 adrenérgico (β2AR), acoplado à proteína Gs, induz a 

broncodilatação pela ativação da enzima adenilil ciclase, que tem a função de catalisar a 

conversão de ATP para gerar o segundo mensageiro adenosina monofosfato cíclico (AMPc), 

que, por sua vez, medeia a ativação da proteína cinase A (PKA) (Ostrom et al., 2022; Harford 

et al., 2021). Esta proteína é a principal responsável pelo relaxamento do músculo liso das 

vias aéreas e atua por meio da fosforilação do canal de potássio sensível à voltagem (Kv), um 

importante regulador da excitabilidade elétrica da célula muscular lisa, fosforilação do canal 

de potássio sensível ao cálcio (KCa) e também da subunidade 1 da fosfatase da miosina 

(MYPT1) (Brueggemann et al., 2018; Cattani-Cavalieri, 2023; Kume; Takagi, 1995; 

Camoretti-Mercado; Lockey, 2019).  

Ex vivo, 90% do encurtamento do músculo liso das vias aéreas ocorre nos primeiros 3 

segundos de uma duração total de 10 segundos de contração e, quando sensibilizado, o tempo 

de encurtamento é aumentado e a contração é totalmente concluída em 3 segundos 
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(Camoretti-Mercado; Lockey, 2021). Não só na asma, mas em outras patologias, o músculo 

liso desempenha papel importante devido a alterações na contração, como hipercontratilidade 

e a hiperresponsividade (Álvarez-Santos et al., 2020).  

Assim, em razão dessa importância e dos diversos mecanismos e vias relacionados ao 

músculo liso das vias aéreas, mais investigações são necessárias a fim de encontrar novos 

alvos e terapias para o tratamento de doenças respiratórias, como a asma (Prakash, 2016; 

Koziol-White; Pabettieri, 2019). 

2.6 ATIVIDADE FARMACOLÓGICA DE MONOTERPENOS NO TRATAMENTO DE 

DOENÇAS RESPIRATÓRIAS 

Os terpenoides, também conhecidos como isoprenoides, são uma família de produtos 

naturais, principalmente metabólitos secundários de plantas medicinais, compreendendo uma 

diversidade de estruturas que são classificadas com base na organização e número de unidades 

de isopreno (C5H8) (Ludwiczuk; Skalicka-Wozniak; Georgiev, 2017). Em geral, vias 

bioquímicas distintas fornecem intermediários metabólicos para a síntese de monoterpenos 

(C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) e 

(Bergan; Davis; Phillips, 2019). 

Os monoterpenos são compostos com uma estrutura de 10 carbonos correspondente a 

duas unidades de isopreno e podem ser divididos em compostos acíclicos, monocíclicos, 

bicíclicos e irregulares (Yao; Liu, 2023; Sousa; Mendes, 2022). Esses compostos voláteis são 

os principais responsáveis pelo aroma característico dos óleos essenciais e considerados 

marcadores químicos interessantes para a caracterização de plantas medicinais (Lunz, 

Stappen, 2021; Dehsheikh et al., 2020). Os óleos essenciais são uma classe de metabólitos 

obtidos pela destilação de material vegetal para obtenção de um extrato hidrofóbico volátil 

(Bahr et al., 2019). 

Estudos mostram que tanto os monoterpenos naturais quanto seus derivados sintéticos 

são dotados de várias propriedades farmacológicas, incluindo atividades antifúngica, 

antibacteriana, antioxidante, anticancerígena, antiarrítmica, antiagregante, anestésica local, 

antinociceptiva, anti-inflamatória, anti-histamínica e antiespasmódica (Koziol et al., 2014).  

Outros exemplos das atividades farmacológicas dos monoterpenos, incluem a 

atividade do 1,8-cineol, conhecido por ter propriedades anti-inflamatória e antibacteriana, na 

prevenção de edema cerebral em modelos de malária severa; linalol, geraniol, geraniol, 
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limoneno, na modulação do perfil lipídico sanguíneo, protegendo contra a aterosclerose; 

efeito do α-pineno contra infecção por taquizoítos de Toxoplasma gondii; efeito analgésico do 

mentol ao bloquear canais de sódio e influxo de cálcio; efeito do nerolidol na modulação da 

quimiotaxia de neutrófilos; efeito atenuante da hiperalgesia da cânfora em dor neuropática 

(Santos et al., 2022; Yang; Zhong; Yu, 2023; Kharazmkia et al., 2022; Li et al., 2022; 

Schepetkin et al., 2022; Li et al., 2023). 

Em doenças que acometem as vias aéreas, pode-se destacar a ação da carvona na 

redução da inflamação das vias aéreas mediada por IgE, efeito mucolítico e anti-inflamatório 

do 1,8-cienol ao induzir o fator 3 de regulação do interferon, controlar o fator nuclear kappa B 

e diminuir genes de mucina (Ribeiro-Filho et al., 2020; Juergens; Worth; Juergens, 2020). O 

monoterpeno limoneno reduziu a inflamação e a reatividade das vias aéreas por meio da 

ativação de receptores de adenosina em modelo de asma usando camundongos (Patel et al., 

2020). 

Assim, é importante destacar que os monoterpenos têm sido investigados como 

potenciais compostos para o tratamento de doenças das vias aéreas, a exemplo da asma, da 

doença pulmonar obstrutiva crônica e de sintomas respiratórios associados, como tosse, 

hipersensibilidade das vias aéreas ou obstrução por hipersecreção de muco (Games et al., 

2016; Caceres et al., 2017). 

2.7 PROPRIEDADES FARMACOLÓGICAS DO MIRCENO 

O β-mirceno (C10H16) é uma molécula lipofílica da classe dos monoterpenos (Figura 

1) encontrado em óleos essenciais e que ocorre como constituinte em muitas plantas, 

incluindo lúpulo, cannabis, Schinopsis brasiliensis, Cymbopogon citratus, Rosmarinus 

officinalis, Mangifera indica L., dentre outras plantas (Li et al., 2017; Surendran et al., 2021). 

Usado na indústria de alimentos e bebidas como aditivo alimentar ou de fragrâncias como 

agente aromatizante ou aditivo, o mirceno também demonstra ter relevantes efeitos 

farmacológicos como propriedades antioxidante, antitumoral, antinociceptiva e anti-

inflamatória (Ohtsubo et al., 2015; Bonamin et al., 2014; Ciftci et al., 2011; Bai; Tang, 2020).  
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Figura 1 – Estrutura molecular do mirceno. 

 
A figura ilustra a estrutura molecular do mirceno.  

Fonte: Próprio autor. 

Estudos mostram que o mirceno pode reduzir a nocicepção produzida por estímulos 

térmicos e mecânicos nocivos, bem como reduzir a inflamação aguda (Mcdougall; Mckenna, 

2022). O provável mecanismo de ação para a atividade analgésica do mirceno está 

relacionado ao canal TRPV1 que, quando ocupado de forma eficaz pelo mirceno, pode ser 

dessensibilizado (Jansem et al., 2019). Sabe-se também, que TRPV1 está presente em muitos 

tipos de células inflamatórias, incluindo mastócitos, macrófagos, células T CD4+, e que a sua 

modulação pode ser benéfica na atenuação da lesão epitelial das vias aéreas (Baker et al., 

2016). 

O tratamento com mirceno reduziu significativamente os níveis de citocinas pró-

inflamatórias (TNFα, IL-6, IL-1β) e metaloprotease-9 da matriz (MMP-9) em modelos 

animais para neurodegeneração dopaminérgica (Azimullah et al., 2023). Em investigação de 

efeito in vitro em modelo de osteoartrite, mirceno teve propriedades anti-inflamatórias e 

anticatabólicas significativas, sugerindo que pode ser útil para interromper ou, pelo menos, 

retardar a destruição da cartilagem e a progressão da osteoartrite (Rufino et al., 2015). 

Deste modo, uma vez que o β-mirceno possui propriedades farmacológicas envolvidas 

com o processo de inflamação, contração do músculo liso e nocicepção, este monoterpeno 

mostra-se como potencial agente antiasmático, o que torna relevante seu estudo em modelos 

animais (Du et al., 2020). 

2.8 APLICAÇÃO DA NANOTECNOLOGIA PARA O TRATAMENTO DE DOENÇAS 

RESPIRATÓRIAS 

As propriedades físico-químicas das drogas usadas no tratamento de doenças 

pulmonares associadas à inflamação (asma, DPOC, fibrose pulmonar) desempenham um 

papel importante na determinação da eficácia das formulações (Loo; Lee, 2022). O sucesso de 
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compostos derivados de plantas medicinais ou microrganismos usados como agentes 

terapêuticos, em parte, é prejudicado devido a características como baixa solubilidade e 

estabilidade, reduzida biodisponibilidade e índice terapêutico (Watkins et al., 2015). 

Assim, para contornar os problemas que limitam a eficácia dos tratamentos 

convencionais e melhorar a entrega de fármacos, nanoformulações, que são aplicações da 

nanotecnologia, tem emergido como potencial tecnologia para aplicação na saúde (Pandey; 

Kohli, 2020). 

O uso da nanotecnologia, que pode ser definida como a aplicação de nanomateriais ou 

interações exclusivas da estrutura em nanoescala, que compreende tamanho entre 1 nm e 100 

nm ou faixa entre 100 e 1000 nm, tem demonstrado imenso sucesso no campo da liberação de 

fármacos (Watkins et al., 2015). A nanotecnologia oferece vários benefícios no tratamento de 

doenças humanas por meio de sistemas de entrega de medicamentos de forma precisa e 

específica para o local e orientados para o alvo ou sítio de ação (Patra et al., 2018). Esses 

sistemas de entrega podem melhorar significativamente o direcionamento, reduzir a 

toxicidade e melhorar a biodisponibilidade dos fármacos (Zuo et al., 2022). 

Estudos sobre os métodos e formulações baseadas em nanotecnologia para 

administração de medicamentos no tratamento de condições crônicas das vias aéreas foram 

realizados tanto em modelos pré-clínicos, como em desenvolvimento clínico e translacional 

(Vij, 2020). Essas tecnologias incluem nanocarreadores do tipo nanolipossomas, 

nanopartículas, dendrímeros, quantum dots, nanoemulsões e nanosuspensões (Sakae et al., 

2023; Gupta et al., 2022; Faraj et al., 2019; Scoville et al., 2019; Baker Jr. et al., 2021; 

Jackson et al., 2017). 

Dentre esses sistemas de entrega de fármacos, as nanoemulsões são consideradas 

adequadas para princípios ativos de óleos essenciais devido à sua fácil preparação, boa 

estabilidade, alta área superficial, baixo custo de produção e potencial de produção em escala 

industrial para aplicações farmacológicas e biológicas (GUPTA et al., 2016). Estudo com 

nanopartículas de poli (etilenoglicol)-poli (ácido láctico-co-glicólico) encapsuladas em β-

mirceno, β-cariofileno e nerolidol demonstra ser uma terapêutica promissora para um 

tratamento mais eficaz da dor devido à atividade em TRPV1 (El-Hammadi et al., 2022). 

As nanoemulsões são dispersões coloidais termodinamicamente instáveis que 

consistem em pelo menos dois líquidos imiscíveis (óleo e água), bem como estabilizadores, 

incluindo emulsificantes, modificadores de textura, inibidores de amadurecimento e agentes 
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de peso (Ozogul et al., 2022). Elas têm atraído significativamente a atenção na área de 

alimentos devido ao potencial de aumentar a funcionalidade dos compostos bioativos nelas 

contidos (Liu et al., 2019). Além disso, devido às suas propriedades como boa 

biodisponibilidade, estabilidade e baixa toxicidade, as nanoemulsões também têm sido 

aplicadas na fabricação de medicamentos (Suresh et al., 2022; Nadja et al., 2022). 

O uso de nanoemulsões como carreadoras de drogas no tratamento de doenças das vias 

aéreas tem mostrado resultados satisfatórios, como no caso da nannoemulsão contendo óleo 

de pequi (Caryocar brasiliense Cambess), que aumentou as propriedades anti-inflamatórias 

do óleo e melhorou a lesão pulmonar induzida por LPS em camundongos (De Sá Coutinho et 

al., 2020). Em modelos de rinite alérgica induzida por ovalbumina em coelhos, a 

administração nasal de nanoemulsão contendo loratadina e sulpirida teve um potente efeito no 

controle dos sintomas de rinite alérgica (Mohamad et al., 2021). 

Formulações nanoemulsionadas contendo compostos naturais também demonstram 

melhorar o efeito terapêutico, como no caso da isoliquiritigenina, um flavonoide que, na 

forma de nanoemulsão apresentou biodisponibilidade e efeito antiasmático significativamente 

melhorados ou no caso da nanoemulsão contendo o monoterpeno carvacrol que reduziu os 

níveis das citocinas inflamatórias IL-2, IL-17 e IFN-γ (Dantas et al., 2021; Cao et al., 2020). 

O desenvolvimento, caracterização e estudos farmacológicos de nanoemulsões 

contendo monoterpenos têm demonstrado diversas aplicações tecnológicas e terapêuticas, 

compreendendo a atividade antimicrobiana contra patógenos nos alimentos, imunoregulatória, 

doenças infecciosas (Felício et al., 2021; Dantas et al., 2021; Lima et al., 2021; Xavier et al., 

2022). 

3. METODOLOGIA 

3.1 DESENVOLVIMENTO DE FORMULAÇÕES EMULSIONADAS CONTENDO 

MONOTERPENOS 

O monoterpeno β-mirceno (C10H16, Sigma-Aldrich®, St.Louis, EUA) incorporado nas 

formulações emulsionadas foi adquirido comercialmente. As nanoemulsões contendo β-

mirceno foram preparadas usando o método de emulsificação espontânea descrito por Lima et 

al. (2021) (Figura 2). A emulsificação espontânea foi realizada pela adição de uma fase 

orgânica consistindo em óleo triglicerídeo de cadeia média (MCT, Brasquim, Brasil), β-
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mirceno e sorbitano monoleato de polioxietileno-20 (Sigma-Aldrich®, St.Louis, EUA), para 

uma fase aquosa (solução tampão de fosfato pH 7,4) sob agitação magnética (200 RPM) e 

temperatura ambiente mantida constante durante todo o processo. A fase aquosa, composta 

por água ultrapura, foi adicionada gota-a-gota na fase oleosa contendo o lipídio e tensoativos 

em temperatura e agitação magnética constantes. 

Figura 2 - Preparação das formulações nanoemulsionadas. 

 
Os gráficos representam a preparação das formulações de nanoemulsão contendo mirceno. MCT, Triglicerídeos 

de cadeia média; MC, mirceno; PBS, tampão fosfato. 

Fonte: Próprio autor. 

Primordialmente, diferentes proporções entre as fases e as misturas de tensoativos 

foram avaliadas para definir a formulação mais adequada, de modo a resultar na composição 

final (% em peso) de cinco formulações iniciais. Desta forma, as proporções em peso de óleo 

para mirceno e óleo para tensoativo foram mantidas constantes em 1,0 e 2,0, respectivamente. 

A proporção de tensoativo:óleo:água foi fixada em 10:10:80 (% de peso), respectivamente, e 

para as formulações F1, F3 e F5, as combinações de tensoativos foram mantidas a HBL12 

(Tabela 1). As formulações foram preparadas em triplicata (n=15) e armazenadas a 4,0 ± 2,0 

°C. A nanoemulsão vazia (formulação F5) foi obtida a partir da fase orgânica composta 

apenas com óleo transportador (MCT) e tensoativos, utilizando o mesmo procedimento de 

preparação de emulsificação espontânea.  

Tabela 1: Composição em percentual de peso de formulações nanoemulsionadas. 

NE  SML-20 SMO-20 SMO MCT MC PBS 

F1 6.2 - 3.8 5.0 5.0 80 

F2 10 - - 5.0 5.0 80 

F3 - 7.2 2.8 5.0 5.0 80 

F4 - 10 - 5.0 5.0 80 

F5 6.2 - 3.8 5.0 - 80 
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SML-20: monolaurato de polioxietileno-20 sorbitano; SMO-20: monooleato de polioxietileno-20 sorbitano; 

SMO: monooleato de sorbitano; MCT: triglicéridos de cadeia média; MC: mirceno; PBS: Solução tampão de 

fosfato 10 mM pH 7,4. 

Fonte: Próprio autor. 

3.1.1 Determinação do tamanho e do Índice de polidispersão das gotículas 

O índice de polidispersão (IPd) e o diâmetro hidrodinâmico das gotículas das 

formulações de NE foram determinados por espectroscopia de correlação de fótons (PCS) a 

25 ºC e ângulo de espalhamento de 173º (Zetasizer® Nano ZS, Malvern PCS Instruments, 

Reino Unido). Todas as amostras foram diluídas (1/100) com água ultrapurificada. Foram 

registrados os valores da média ± EPM de triplicatas diferentes de cada dispersão coloidal. 

3.2 MODELO ANIMAL E ASPECTOS ÉTICOS 

Este trabalho foi submetido ao Comitê de Ética no Uso de Animais da Universidade 

Federal do Vale do São Francisco (CEUA-UNIVASF), registrado com o Nº 0002/270121 

(Anexo A). Nos modelos experimentais foram utilizados: a) ratos (Rattus norvegicus), 

machos, com 6 a 8 semanas de idade e peso variando de 250 a 300 g para os ensaios de 

avaliação atividade espasmolítica in vitro em músculo liso de traqueia; e b) camundongos 

(Mus musculus) da linhagem Swiss, com 4 a 8 semanas de idade e peso variando de 30 a 40 g, 

no teste de toxicidade aguda, teste de campo aberto, teste de rotarod, atividades antitussígena, 

expectorante e antiasmática. Todos os animais foram providos pelo Biotério Central da 

UNIVASF, mantidos em caixas adequadas, com ciclo claro escuro de 12 horas e água e ração 

ad libitum. 

3.3 AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE AGUDA DA NANOEMULSÃO CONTENDO 

MIRCENO 

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

Organization for Economic Co-operation and Development (OECD, 2001). Camundongos 

fêmeas foram divididos em dois grupos (n=3), sendo que o grupo controle negativo recebeu 

solução salina NaCl 0,09% (0,1 mL/10 g, por via oral) e o grupo tratado com a nanoemulsão 

contendo mirceno, que recebeu uma única dose de 2.000 mg/kg por via oral. Seguido aos 

tratamentos, os animais foram observados nos primeiros 30, 60, 120, 180 e 360 min e a cada 

24 h durante 14 dias.  
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Os animais foram observados para a verificação da ocorrência de óbitos e dos 

parâmetros presentes na tabela de Malone, a qual permite avaliar os seguintes parâmetros: 

ações estimulantes do SNC: coçar o focinho, convulsão clônica e tônica, exoftalmia, aumento 

da frequência respiratória, lamber patas, morder cauda, aumento da motilidade, movimentos 

estereotipados, piloereção, tremores finos e grosseiros. Relacionados às ações depressoras do 

SNC foram observados em relação a: alienação ao meio, analgesia (por compressão da cauda 

do animal), anestesia (puxando o pêlo e suspendendo o animal), ataxia, diminuição da 

apreensão da pata, catatonia, dispnéia, exoftalmia, diminuição da frequência respiratória, 

diminuição da motilidade, diminuição do reflexo corneano, tônus dorsal, ptose palpebral e 

sedação. Outros parâmetros também foram observados, como: agressividade, contorção, 

coloração da urina, diâmetro da pupila, diarreia, ereção da cauda, fasciculações, grunhidos, 

aumento ou diminuição da micção, midríase, orelha (cianótica, hiperêmica ou pálida), 

passividade, reação de fuga, sialorreia, tremor da cauda, lacrimejamento, sudorese, coma e 

morte.  

3.4 ANÁLISE DE COMPORTAMENTO EM MODELOS ANIMAIS 

3.4.1 Teste de Campo Aberto 

O teste de campo aberto foi realizado para avaliar o comportamento motor dos 

camundongos. Os animais foram tratados com solução salina, mirceno (MC), nanoemulsão 

contendo mirceno (NEMC) (75 mg/kg, p.o.), ou diazepam (5 mg/kg, i.p., Santisa, Brasil). 

Trinta minutos após o tratamento, cada rato foi colocado no centro da área de campo aberto e 

deixado a explorá-la durante 5 minutos. Durante esta sessão, foram avaliadas as seguintes 

variáveis: número de cruzamentos, tempo de imobilidade (animal parado), e comportamentos 

de levantar-se (rearing) ou de limpeza (grooming). Após cada sessão, foi relizada a limpeza 

da área de campo aberto com uma solução de etanol a 5% (v/v) (Prut; Belzung, 2003). 

3.4.2 Teste de Rotarod 

O teste de rotarod foi utilizado para avaliar a coordenação motora e o potencial de 

relaxamento muscular. Neste teste, os animais foram pré-selecionados durante uma sessão de 

treino realizada 24 horas antes do teste, com base na sua capacidade de permanecer na haste a 

8 rpm durante 1 minuto. Os grupos pré-selecionados foram tratados com solução salina (NaCl 

0,9%, p/v, Anidrol®, Brasil), mirceno (MC), nanoemulsão contendo mirceno (NEMC) (75 



42 

 

 

 

mg/kg, p.o.) ou diazepam (5 mg/kg, i.p.). Trinta minutos após a administração do tratamento, 

os animais foram colocados sobre a barra com as quatro patas em contato com a sua 

superfície. O teste terminava se o animal sofresse três quedas, e o tempo passado na barra era 

registrado e avaliado durante um período de 3 minutos em intervalos de 30, 60 e 120 minutos 

após a administração do tratamento (Dunham; Miya, 1957; Tarantino et al., 2000).  

3.5 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ESPASMOLÍTICA EM MÚSCULO LISO DE 

TRAQUEIA ISOLADA DE RATOS 

Os ratos foram eutanasiados por meio de guilhotina específica para a traqueia retirada 

e após limpeza de todo o tecido conjuntivo e adiposo, o órgão foi dividido em segmentos 

contendo 4 a 5 anéis cartilaginosos, que foram suspensos individualmente em cubas de vidro, 

com o auxílio de hastes de aço inoxidável conectadas a transdutores de força através de linhas 

de algodão. 

Os tecidos foram deixados em repouso por 60 minutos, sob uma tensão de 1 gF a 37ºC 

e aeração constante com mistura carbogênica (95% O2 e 5% CO2), sendo a solução de Krebs 

substituída a cada 15 minutos. Após o período de estabilização uma primeira contração foi 

induzida pela adição à cuba de 1 μM de carbacol (CCh, C2H15N6O2
+
, Sigma-Aldrich®, 

St.Louis, EUA), sendo a solução nutritiva do órgão substituída após atingir a contração 

máxima e após 15 minutos de repouso (Figura 3).  

Figura 3 - Preparação do experimento de atividade espasmolítica. 

 

A figura ilustra a preparação para o experimento de atividade espasmolítica. 

Fonte: Próprio autor. 

Após o tecido estar estabilizado, uma segunda contração foi induzida com 1 μM de 

CCh ou 60 mM de KCl. Durante o componente tônico da contração foi adicionado 

individualmente o β-mirceno ou sua nanoemulsão, de maneira cumulativa e em concentrações 
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crescentes (10
-7

 a 3x10
-3

 M). Foi investigado também o efeito de MC ou NEMC sobre o tônus 

basal, sem a presença de agente contracturante, do músculo liso. Os relaxamentos foram 

expressos como a percentagem reversa da tensão máxima obtida pela adição de CCh ou KCl 

(Alphatec®, Brasil) à cuba, onde o relaxamento máximo foi obtido quando a tensão registrada 

foi reduzida aos níveis basais. 

3.6 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTITUSSÍGENA EM CAMUNDONGOS 

Os animais foram divididos em 9 grupos com n=7 (sete) animais cada: controle 

positivo (CP) - Codeína (30 mg/kg – via oral); controles negativos (CN) - solução salina NaCl 

0,9%, nanoemulsão vazia, mirceno (MC) 8,5, 25 ou 75 mg/kg administrados por via oral, bem 

como outros três grupos para as doses relativas à sua nanoemulsão contendo o mirceno. As 

doses do mirceno foram estabelecidas conforme estudo prévio demonstrando efeito 

farmacológico da dose intermediária 25 mg/kg nas vias aéreas (Du et al., 2020). 

A avaliação da atividade antitussígena foi realizada conforme protocolo experimental 

adaptado de Tanaka e Maruyama (2005). Cada animal, individualmente, foi colocado em uma 

câmara de vidro com volume de 500 mL. Nesta, o animal foi exposto a uma solução de ácido 

cítrico 0,4 M aerossolizada por nebulizador pneumático Pulmonar Plus (Soniclear Ltda., São 

Paulo, Brasil) durante um período de 3 (três) minutos. Durante este tempo, dois parâmetros 

foram avaliados: latência da tosse – período que corresponde ao início da exposição ao ácido 

cítrico até o aparecimento da primeira tosse; e frequência de tosse – número de tosses que o 

animal exibe no intervalo de tempo de 3 (três) minutos (Figura 4). 

Figura 4 - Protocolo do modelo de tosse em camundongos. 

 

A figura ilustra o protocolo experimental do modelo de tosse em camundongos. 

Fonte: Próprio autor. 

O reflexo de tosse, caracterizado por contração abdominal e distinta abertura da boca, 

foi observado e quantificado. Após 23 horas e 30 minutos da primeira exposição ao ácido 
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cítrico 0,4 M, os animais foram tratados nos respectivos grupos e, após mais 30 minutos, 

foram submetidos a uma segunda exposição à solução tussígena já descrita, sendo observadas 

as variáveis latência e frequência de tosse. Os dados foram apresentados como a porcentagem 

da frequência de tosses de cada animal, considerando a tosse controle (Tc) e a tosse após o 

tratamento (Tt), conforme equação abaixo (Menezes et al., 2022).  

Equação (2): % TOSSE= (Tt/Tc)x100 

3.6.1 Avaliação do efeito da naloxona no efeito do mirceno sobre a tosse induzida por 

ácido cítrico 

O mecanismo de ação envolvendo os receptores opioides foi investigado com a 

utilização da naloxona 0,4 mg/kg (Hypolabor, Brasil), um antagonista de receptor μ-opioide, 

que foi administrado por via intraperitoneal 30 minutos antes do mirceno 25 mg/kg (Simera; 

Veternik; Poliacek, 2013; Kamei, et al., 2003; Bolser et al., 1995). Os animais foram 

divididos nos grupos: Salina – NaCl 0,9%; MC25 - mirceno 25 mg/kg; NALOX + MC25 - 

naloxona 0,4 mg/kg + mirceno 25 mg/kg. Os tratamentos com salina ou mirceno tiveram a 

administração por via oral. Após 30 minutos dessa administração os animais foram expostos 

ao ácido cítrico 0,4 M para avaliação da tosse. 

3.6.2 Avaliação do efeito do flumazenil no efeito do mirceno sobre a tosse induzida por 

ácido cítrico 

O mecanismo de ação envolvendo a via gabaérgica foi investigado com a utilização do 

flumazenil (União Química, Brasil), um antagonista de receptor de benzodiazepínicos, que foi 

administrado por via intraperitoneal 15 minutos após a administração do mirceno 25mg/Kg 

(Costa et al., 2014; Diniz et al., 2019). Os animais foram divididos nos grupos: Salina – NaCl 

0,9%; FLZ + MC25 - flumazenil 2,5 mg/kg + mirceno 25 mg/kg. Os tratamentos com salina 

ou mirceno tiveram a administração por via oral. 

3.6.3 Avaliação do efeito da glibenclamida no efeito do mirceno sobre a tosse induzida 

por ácido cítrico 

O mecanismo de ação envolvendo os canais para potássio sensíveis ao ATP (canal 

KATP)foi investigado com a utilização da glibenclamida 10 mg/kg, um bloqueador de canais 

KATP, que foi administrado por via intraperitoneal 30 minutos antes do mirceno 25 mg/kg 
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(Morita; Kamei, 2000). Os animais foram divididos nos grupos: Salina – NaCl 0,9%; MC25 - 

mirceno 25 mg/kg; GLIB + MC25 - glibenclamida 10 mg/kg (EMS, Brasil) + mirceno 25 

mg/kg. Os tratamentos com salina ou mirceno tiveram a administração das drogas por via 

oral. 

3.6.4 Avaliação do efeito do tetraetilamônio no efeito do mirceno sobre a tosse induzida 

por ácido cítrico 

O mecanismo de ação envolvendo os canais para potássio sensíveis ao cálcio (canal 

BKca) foi investigado com a utilização do tetraetilamônio 8 mg/kg, um bloqueador de canais 

BKca, que foi administrado por via intraperitoneal 20 minutos antes do mirceno 25 mg/kg 

(Sutovska; Nosalova; Franova, 2007). Os animais foram divididos nos grupos: Salina – NaCl 

0,9%; MC25 - mirceno 25 mg/kg; TEA + MC25 - tetraetilamônio 8 mg/kg (Sigma-Aldrich®, 

St.Louis, EUA) + mirceno 25 mg/kg. Os tratamentos com salina ou mirceno tiveram a 

administração das drogas por via oral. 

3.7 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTITUSSÍGENA DO MIRCENO ADMINISTRADO 

POR VIA INALATÓRIA 

A atividade antitussígena foi investigada conforme o protocolo descrito anteriormente. 

No entanto, a administração dos controles ou do mirceno foi por via inalatória por meio de um 

nebulizador, no qual cada camundongo, individualmente, foi colocado em câmara de vidro 

com volume de 500 mL exposto ao tratamento por um tempo de 3 min, conforme protocolo 

adaptado de Wagner et al. (2024). Os animais foram distribuídos nos seguintes grupos: 

Controle positivo (CP) - ambroxol 7,5 mg/mL (Prati Donaduzzi, Brasil); Controle negativo 

(CN) – solução salina de NaCl 0,9%; mirceno nas doses 0,85, 2,5 ou 7,5 mg/mL; 

nanoemulsão contendo mirceno nas doses 0,85, 2,5 ou 7,5 mg/mL; nanoemulsão vazia. 

3.8 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE EXPECTORANTE EM CAMUNDONGOS 

A avaliação da atividade expectorante foi realizada por meio do modelo de 

quantificação do vermelho de fenol (Sigma-Aldrich®, St.Louis, EUA) em traqueia de 

camundongos, como padronizado por Menezes et al. (2019). Neste, os animais ficaram 2 

horas para adaptação no local de experimentação, no qual tiveram água e ração à vontade até 

1 ou 4 horas do procedimento experimental. Em seguida, foram divididos nos seguintes 
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grupos: Controle positivo (CP) - ambroxol 120 mg/kg – via oral; Controle negativo (CN) – 

solução salina de NaCl 0,9%; mirceno nas doses 8,5, 25 ou 75 mg/kg; nanoemulsão contendo 

mirceno nas doses 8,5, 25 ou 75 mg/kg. 

Os animais foram pré-tratados via oral após o período de jejum, de acordo com os 

grupos correspondentes. Após 30 minutos do tratamento, houve administração de suspensão 

de vermelho de fenol (500 mg/kg – 12,5 mg/mL) por via intraperitoneal. Em seguida, após 

um período de 30 minutos, os animais foram com dose letal de tiopental sódico 160 mg/kg via 

intraperitoneal. O lavado bronco alveolar (LBA) foi obtido com 2 mL de NaCl (0.9 %), 

recuperando cerca de 1 mL de LBA. Deste total recuperado, 600 µL foram postos em 

recipiente para rotação a 2500 rpm por 10 minutos; 500 µL do sobrenadante foram 

transferidos para outro recipiente, no qual foram adicionados 50 µL de hidóxido de sódio 

(NaOH 0,1 M) (Figura 5). 

Figura 5 - Protocolo de atividade expectorante em camundongos. 

 
A figura ilustra o protocolo de atividade expectorante em camundongos. 

Fonte: Próprio autor. 

A concentração do vermelho de fenol foi mensurada em Espectrofotômetro UV-VIS 

por densidade óptica em comprimento de onda de 565 nm e os resultados foram expressos em 

µg/L. O parâmetro de linearidade da espectrofotometria foi avaliado medindo-se a relação 

entre a absorbância e a concentração de vermelho de fenol, onde Y é a absorbância (AU) e X 

é a concentração (µg/mL) de vermelho de fenol (Menezes et al., 2019). A linha de regressão 

da resposta espectrofotométrica foi obtida como a equação abaixo (Dong et al., 2022). 

Equação (1): Y= 0,174x + 0,0168 (R
2 

= 0,999). 
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3.8.1 Avaliação da via do cotransportador Na
+
-K

+
-Cl

-
 (NKCC) no efeito expectorante do 

mirceno 

A via do NKCC foi investigada utilizando 4 mg/kg de furosemida, um inibidor do 

NKCC, que foi administrado por via intraperitoneal 60 minutos antes do MC 25 mg/kg 

(Wang et al., 2011). Os animais foram divididos nos seguintes grupos: Salina (NaCl 0,9%, 

p/v); mirceno 25 mg/kg; e FURO + MC25 (furosemida 4 mg/kg + mirceno 25 mg/kg). 

3.8.2 Avaliação da via colinérgica no efeito expectorante do mirceno 

A via colinérgica foi investigada utilizando atropina 1 mg/kg, um anticolinérgico não 

específico, que foi administrado por via intramuscular 15 minutos antes do MC 25 mg/kg 

(Nakajima et al., 2023). Os animais foram divididos nos seguintes grupos: Salina (NaCl 0,9%, 

p/v); MC 25 mg/kg; e ATROP + MC25 (atropina 1 mg/kg + mirceno 25 mg/kg). 

3.8.3 Avaliação da via adrenérgica no efeito expectorante do mirceno 

O envolvimento da via adrenérgica no efeito expetorante do mirceno foi investigado 

utilizando propranolol 25 mg/kg, um antagonista dos receptores beta-adrenérgicos, que foi 

administrado por via oral 30 minutos antes do MC 25 mg/kg (Zhou et al., 2014). Os animais 

foram divididos nos seguintes grupos: Salina (NaCl 0,9%, p/v); MC 25 mg/kg; e PROP + 

MC25 (propranolol 25 mg/kg + mirceno 25 mg/kg). 

3.8.4 Avaliação do envolvimento de mediadores inflamatórios no efeito expectorante do 

mirceno 

O envolvimento das ciclo-oxigenases no efeito expetorante do mirceno foi investigado 

utilizando indometacina 8 mg/kg, um inibidor não específico da enzima ciclo-oxigenase 

(COX), que foi administrado intraperitonealmente 60 minutos antes do MC 25 mg/kg [37]. Os 

animais foram divididos nos seguintes grupos: Salina (NaCl 0,9%, p/v); MC 25 mg/kg; e IND 

+ MC25 (indometacina 8 mg/kg + mirceno 25 mg/kg). 

3.9 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE EXPECTORANTE DO MIRCENO ADMINISTRADO 

POR VIA INALATÓRIA 

A atividade expectorante foi investigada conforme o protocolo descrito anteriormente. 

No entanto, a administração dos controles e do mirceno foi por via inalatória por meio de um 
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nebulizador, no qual cada camundongo, individualmente, foi colocado em câmara de vidro 

com volume de 500 mL exposto ao tratamento por um tempo de 3 min, conforme protocolo 

adaptado de Wagner et al. (2024). Os animais foram distribuídos nos seguintes grupos: 

Controle positivo (CP) - ambroxol 7,5 mg/mL; Controle negativo (CN) – solução salina de 

NaCl 0,9%; mirceno nas doses 0,85, 2,5 ou 7,5 mg/mL; nanoemulsão contendo mirceno nas 

doses 0,85, 2,5 ou 7,5 mg/mL; nanoemulsão vazia. 

Em seguida, 30 minutos após a nebulização, foi administrado vermelho de fenol (500 

mg/kg – 12,5 mg/mL) por via intraperitoneal e o protocolo de avaliação da atividade 

expectorante foi realizado conforme descrito anteriormente. 

3.10 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIASMÁTICA EM CAMUNDONGOS 

O desenvolvimento do modelo experimental de asma foi realizado de acordo com o 

estabelecido com Vasconcelos et al. (2008). Camundongos foram imunizados com 100 μg de 

ovalbumina misturada em 200 µL de sulfato de alumínio e potássio (AlK(SO4)2.12H2O) a 10% 

em tampão salina fosfato (PBS), por via intraperitoneal, no dia 0 e o procedimento repetido no 

dia 14. No dia 21 após a primeira imunização, os animais foram desafiados por inalação de 

uma solução de 10% ovalbumina (Sigma-Aldrich®, St.Louis, EUA) em solução salina 

aerossolizada, durante 15 minutos por 5 dias consecutivos (Figura 6).  

Uma hora antes de cada inalação, os camundongos, divididos em grupos de 6 animais, 

foram tratados por via oral com mirceno (8,5, 25 ou 75 mg/kg), com a formulação contendo o 

monoterpeno β-mirceno, ou por via intraperitoneal com dexametasona 10 mg/kg (controle 

positivo) (Hypolabor, Brasil), salina ou nanoemulsão vazia como controle negativo. Foi 

mantido um grupo controle de animais que não foram imunizados por OVA, mas que 

receberam apenas a solução salina via intraperitoneal e também desafiados por inalação com 

solução salina, para comparação dos parâmetros basais. 

Figura 6 - Protocolo do modelo de asma em camundongos. 

 
A figura ilustra o protocolo experimental do modelo de asma em camundongos. 
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Fonte: Próprio autor. 

Os camundongos foram eutanasiados por injeção letal de tiopental sódico por via 

intraperitoneal (80 mg/kg). Posteriormente, um volume de 1 a 2 mL de PBS gelado foi 

injetado na traqueia e o líquido recuperado, lavado broncoalveolar (LBA), foi utilizado para 

contagem de células.  

3.11 ANÁLISE DOS DADOS 

Os dados numéricos obtidos foram expressos como média ± erro padrão da média (X ± 

EPM) ou mediana e 1º e 3º interquartis com n representando o número de animais utilizados 

ou experimentos realizados em um dado protocolo. Os dados obtidos dos registros dos 

experimentos em traqueia isolada de rato foram plotados em curvas concentração-resposta e 

estas ajustadas por regressão não-linear no software Prism 8 for Windows (GraphPad 

Software Inc.), para obtenção do valor de Emáx (valor médio, em porcentagem, do efeito 

máximo obtido pela substância em relação ao maior valor possível num dado tecido) servindo 

como parâmetro de eficácia relativa de duas amostras. 

Diferenças entre as médias ou mediana foram comparadas estatisticamente usando o 

teste t de Student não-pareado, análise de variância (ANOVA one-way) com pós-teste de 

Dunnet ou Tukey, no caso de dados paramétricos ou teste de Kruskal-Wallis seguido por teste 

de Dunn, para dados não paramétricos. As análises estatísticas foram realizadas usando o 

programa Prism 8 for Windows, sendo as diferenças consideradas significativas quando o 

valor calculado de p for menor que 0,05. 

4. RESULTADOS 

4.1 DETERMINAÇÃO DO TAMANHO  E ÍNDICE DE POLIDISPERSÃO DA GOTA DA 

NANOEMULSÃO 

As emulsões obtidas apresentaram uma variação da aparência visual entre as 

dispersões fluidas nanoemulsionadas de ligeiramente turvo com reflexo azulado a dispersão 

opaca, de modo a refletir a fase dispersa formada em cada formulação coloidal. Das 5 (cinco) 

formulações analisadas, a formulação ―F4‖, obtida a partir dos componentes monooleato de 

polioxietileno-20 sorbitano - SML20 (10%), triglicerídeos de cadeia média - MCT (5%), 

Mirceno - MC (5%) e solução tampão fosfato - PBS (80%), foi a que apresentou os melhores 
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resultados para os parâmetros tamanho, 97,37 (± 5,844) nm, e distribuição da frequência de 

tamanho representada pelo índice de polidispersão (IPd), 0,2387 (± 0,01810) (Tabela 2). Esta, 

portanto, foi a formulação escolhida para a realização dos experimentos farmacológicos. 

Tabela 2: Tamanho de partícula (diâmetro hidrodinâmico), índice de polidispersão de 

formulações de nanoemulsões (média ± EPM, n = 3). 

NE  Tamanho  (nm) IPd 

F1 
240,5 (±16,75) 0,3273 (±0,05149) 

F2 
200,2 (±30,98) 0,3333 (±0,05399) 

F3 
268,6 (±22,46) 0,3627 (±0,02913) 

F4 
97,37 (±5,844)

a
 0,2387 (±0,01810)

b
 

F5 
264.5 (±1.17) 0.321 (±0.014) 

Tabela mostra os parâmetros tamanho de partícula (diâmetro hidrodinâmico) e o índice de polidispersão (IPd) 

das formulações (média ± SEM, n = 3). 
a
 Significativo para p < 0,05 (ANOVA One-Way , seguido de teste de 

Tukey: F4 vs F1, F2, F3, F5), em relação ao tamanho. 
b
 Significativo para p < 0,05 (ANOVA One-Way , seguido 

de teste de Tukey: F4 vs F1, F2, F3, F5), em relação ao IPd. 

Fonte: Próprio autor. 

As demais formulações apresentaram um tamanho maior do que 200 nm e IPd maior 

que 0.23 (Figura 7). Em relação ao diâmetro médio das gotículas, houve diferença 

significativa quando F4 foi comparada com as outras formulações (Figura 7 - A) (p < 0,05). 

Porém, em relação ao IPd, não houve diferença significativa (Figura 7 - B). 
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Figura 7 - Tamanho e índice de polidispersão das gotículas. 

 

Os gráficos representam o A) Diâmetro médio das gotículas, B) Índice de Polidispersão e C) tamanho e 

distribuição da frequência de tamanho da formulação 4. F1, formulação 1; F2, formulação 2; F3, formulação 3; 

F4, formulação 4; F5, formulação 5. *p<0,05 (ANOVA One-Way , seguido de teste de Tukey: F4 vs F1, F2, F3, 

F5). Dados expressos como média ± EPM. 

Fonte: Próprio autor. 

4.2 TOXICIDADE AGUDA DA NANOEMULSÃO CONTENDO MIRCENO 

Os estudos de toxicidade aguda por via oral demonstraram que a nanoemulsão vazia 

(NEV) ou nanoemulsão contendo mirceno (NEMC), administradas em dose única de 2000 

mg/kg, não causaram mortalidade nas 24h seguintes à exposição.  

Os animais não apresentaram sinais clínicos de letargia, nem mostraram diferença 

significativa quanto ao peso corporal (NEV: 26.62 ± 0.28 g; NEMC: 26.32 ± 0.35 g), 

consumo de alimento (NEV: 5.72 ± 0.33 g; NEMC: 6.63 ± 0.30 g) ou consumo de água 

(NEV: 12.76 ± 1.51 mL; NEMC: 10.38 ± 0.97 mL). 
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A necropsia não revelou alterações macroscópicas significativas. Além disso, não 

houve diferença significativa entre os pesos dos órgãos dos animais que receberam o veículo 

(NEV) e os que receberam NEMC (Tabela 3). 

Tabela 3: Avaliação do peso dos órgãos. 

 ÓRGÃOS NEV (g/100g) NEMC  (g/100g) 

Coração 0.57 ± 0.0 0.47 ± 0.0 

Pulmão 0.81 ± 0.1 0.69 ± 0.0 

Fígado 5.4 ± 0.3 0.53 ± 0,2 

Rim 1.3 ± 0.0 1.25 ± 0.0 

Baço 0.5 ± 0.0 0.5 ± 0.2 

Estômago 1.3 ± 0.1 1.0 ± 0.0 
Tabela mostra o peso dos órgãos (coração, pulmão, fígado, rim, baço e estômago) em relação ao peso corpóreo 

final (g/100g). Análise estatística por Teste t não pareado. Dados expressos como média ± erro padrão da média 

(EPM), com n = 3. 

Fonte: Próprio autor. 

4.3 TESTE CAMPO ABERTO 

O mirceno foi testado em camundongos na maior dose com efeito farmacológico nesse 

trabalho (75 mg/kg) para avaliar seus efeitos sobre a coordenação motora e o comportamento 

no teste de campo aberto. Neste teste, não foram observadas diferenças significativas entre o 

grupo tratado com mirceno e o grupo salina em relação aos parâmetros de grooming [2,0 (1,0-

3,5) vs. 3,0 (3,0-4,0)], rearing [2,0 (1,0-5,0) vs. 3,0 (3,0-4,0)], line crossings [39,0 (26,5-88,0) 

vs. 39,0 (30,0-85,0)], ou immobility time (15,29 ± 8,23 s vs. 20,21 ± 3,40 s). Portanto, o 

mirceno na dose de 75 mg/kg não afetou a coordenação motora, a ansiedade ou o 

comportamento exploratório dos camundongos neste teste (Figura 8). 

Por outro lado, o grupo tratado com diazepam (5 mg/kg) apresentou uma diferença 

significativa (p < 0,05) em comparação com o grupo salina em termos de grooming [0,0 (0,0-

0,0) vs. 1,5 (3,0-4,0)], rearing [0,0 (0,0-0,0) vs. 3,0 (3,0-4,0)], line crossings [1,0 (0,0-5,0) vs. 

39,0 (30,0-85,0)], e immobility time (248,7 ± 10,43 s), demonstrando seu efeito sobre a 

atividade motora e o comportamento do animal. 
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Figura 8 – Efeito da administração oral de MC 75 mg/kg na coordenação motora de 

camundongos. 

S
A
LIN

A

M
C
 7

5 
m

g/k
g

D
ZP

 5
 m

g/k
g

0

2

4

6

A

G
ro

o
m

in
g

 (
c

o
u

n
ts

)

*

S
A
LIN

A

M
C
 7

5 
m

g/k
g

D
ZP

 5
 m

g/k
g

0

2

4

6

B

R
e

a
ri

n
g

(c
o

u
n

ts
)

*

S
A
LIN

A

M
C
 7

5 
m

g/k
g

D
ZP

 5
 m

g/k
g

0

20

40

60

80

100

C

L
in

e
 c

ro
s

s
in

g
s

(c
o

u
n

ts
)

*

S
A
LIN

A

M
C
 7

5 
m

g/k
g

D
ZP

 5
 m

g/k
g

0

100

200

300

D

Im
m

o
b

il
it

y
 t

im
e
 (

s
)

*

 

O gráfico ilustra o efeito do mirceno (75 mg/kg) na coordenação motora, avaliado pela quantificação dos 

seguintes comportamentos: A) grooming; B) rearing; C) line crossings; e D) immobility time em segundos.  *p < 

0,05 (teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn: SALINA vs DZP 5 mg/kg). Dados expressos como 

mediana e valores de 25% -75% dos percentis, para os gráficos A, B, C ou média ± erro padrão da média (EPM) 

para o gráfico D, com n = 6. 

Fonte: Próprio autor. 

O efeito da nanoemulsão contendo mirceno (75 mg/kg) também foi avaliado sobre a 

coordenação motora e comportamental no teste de campo aberto. Neste teste, não foram 

detectadas diferenças significativas entre o grupo tratado com NEMC comparado com o 

grupo nanoemulsão vazia para os parâmetros grooming [1,0 (0,0-3,0) vs. 1,5 (1,0-4,0)], 

rearing [1,0 (0,0-4,0) vs. 0,0 (0,0-3,0)], line crossings [40,0 (26,0-95,0) vs. 63,5 (46,5-83,0)], 

ou immobility time (10,40 ± 4,03 s vs 8,76 ± 4,30 s). Dessa forma, os resultados mostram que 

a nanoemulsão contendo mirceno 75 mg/kg não afetou a coordenação motora ou o 

comportamento exploratório dos camundongos (Figura 9). 
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Figura 9 – Efeito da administração oral de NEMC 75 mg/kg na coordenação motora de 

camundongos. 
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O gráfico representa o efeito da nanoemulsão contendo mirceno 75 mg/kg, na coordenação motora, observados 

por meio da contagem dos comportamentos de A) grooming; B) rearing; C) line crossings; e D) immobility time 

em segundos. NEMC 75 mg/kg,  nanoemulsão contendo mirceno 75 mg/kg; DZP 5 mg/kg, diazepam 5 mg/kg. 

*p < 0,05 (teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn: SALINA vs DZP 5 mg/kg). Dados expressos 

como mediana e valores de 25% -75% dos percentis, para os gráficos A, B, C ou média ± erro padrão da média 

(EPM) para o gráfico D, com n = 6. 

Fonte: Próprio autor. 

4.4 TESTE DE ROTAROD 

Nenhuma alteração significativa foi observada no tempo gasto no rota-rod pelo grupo 

de animais tratados com MC (75 mg/kg) durante os períodos de avaliação de 30 minutos 

(180,0 ± 0,0), 60 minutos (180,0 ± 0,0) ou 120 minutos (180,0 ± 0,0), em comparação com o 

grupo salina nos mesmos períodos de avaliação: 30 minutos (180,0 ± 0,0), 60 minutos (180,0 

± 0,0) ou 120 minutos (180,0 ± 0,0) (Figura 10). Em contraste, o grupo DZP (diazepam 5 

mg/kg) apresentou uma diferença significativa em comparação com o grupo salina, reduzindo 

o tempo gasto no rota-rod no intervalo de 30 minutos (52,57 ± 13,47, p < 0,05), mas não 



55 

 

 

 

foram observadas diferenças significativas em 60 minutos (167,9 ± 12,14) ou 120 minutos 

(180,0 ± 0,0). 

Figura 10 – Efeito da administração oral de MC 75 mg/kg no comportamento de 

camundongos. 

 
O gráfico representa o tempo (em segundos) que os animais permaneceram no rota-rod.  SALINA, NaCl 0,9%; 

MC 75 mg/kg, mirceno 75 mg/kg; DZP 5 mg/kg, diazepam 5 mg/kg. * p < 0,05 (ANOVA one-way seguida pelo 

teste de Dunnett, SALINA vs DZP 5 mg/kg). Dados expressos como média ± erro padrão da média (EPM), com 

n = 6. 

Fonte: Próprio autor. 

Nenhuma alteração significativa foi observada no tempo gasto no rotarod pelo grupo 

de animais tratados com NEMC (75 mg/kg) durante os períodos de avaliação de 30 minutos 

(180,0 ± 0,0), 60 minutos (180,0 ± 0,0) ou 120 minutos (180,0 ± 0,0), em comparação com o 

grupo NEV nos mesmos períodos de avaliação: 30 minutos (180,0 ± 0,0), 60 minutos (180,0 ± 

0,0) ou 120 minutos (180,0 ± 0,0) (Figura 11). 
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Figura 11 – Efeito da administração oral de NEMC 75 mg/kg no comportamento de 

camundongos. 

 
O gráfico representa o tempo (em segundos) que os animais permaneceram no rota-rod.  SALINA, solução de 

NaCl 0,9%; NEV: nanoemulsão vazia; NEMC 75 mg/kg: nanoemulsão contendo mirceno 75 mg/kg; DZP 5 

mg/kg: diazepam 5 mg/kg. * p < 0,05 (ANOVA one-way seguida pelo teste de Dunnett, SALINA vs DZP 5 

mg/kg). Dados expressos como média ± erro padrão da média (EPM), com n = 6. 

Fonte: Próprio autor. 

4.5 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE RELAXANTE DO MIRCENO EM MÚSCULO LISO 

DE TRAQUEIA ISOLADA DE RATO 

O mirceno exibiu um pequeno efeito relaxante sobre o músculo liso de traqueia 

isolado de rato pré-contraído com carbacol (CCh) ou cloreto de potássio (KCl), com efeito 

máximo (Emáx) de relaxamento de 10,41 ± 5,11% e 19,48 ± 5,12%, respectivamente (Figura 

12). Na ausência de um agente contrátil, o efeito do mirceno na atividade basal do músculo 

liso da traqueia foi de -5,59 ± 1,99%. 
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Figura 12 – Atividade espasmolítica do mirceno em músculo liso de traqueia isolada de rato. 

 
O gráfico ilustra o efeito relaxante do mirceno em músculo liso de traqueia isolada de rato. A) Efeito do mirceno 

na contração induzida por carbacol (CCh). B) Efeito máximo (%) do mirceno no tônus basal, sob contração 

induzida por carbacol (CCh) ou cloreto de potássio (KCl). Análise estatística utilizando Teste t nãopareado. 

Dados expressos como média ± erro padrão da média (EPM), com n = 7. 

Fonte: Próprio autor. 

A nanoemulsão contendo mirceno em concentração igual a 10⁻³ M também exibiu um 

pequeno efeito relaxante sobre o músculo liso de traqueia isolada de rato pré-contraído com 

carbacol (CCh) ou cloreto de potássio (KCl), com porcentagens máximas de relaxamento de 

29,60 ± 10,31% e 42,31 ± 11,54%, respectivamente (Figura 13). O efeito da nanoemulsão 
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contendo mirceno na atividade basal do músculo liso traqueal, na ausência de um agente 

contrátil, foi de 1,62 ± 3,77%. 

 

Figura 13 – Atividade espasmolítica da nanoemulsão contendo mirceno em músculo liso de 

traqueia isolada de rato. 

 
O gráfico ilustra o efeito relaxante da nanoemulsão contendo mirceno em músculo liso de traqueia isolada de 

rato. A) Efeito da nanoemulsão contendo mirceno na contração induzida por carbacol (CCh). B) Efeito máximo 

(%) da nanoemulsão contendo mirceno no tônus basal, sob contração induzida por carbacol (CCh) ou cloreto de 

potássio (KCl). Análise estatística utilizando Teste t nãopareado. Dados expressos como média ± erro padrão da 

média (EPM), com n = 7. 

Fonte: Póprio Próprio autor. 
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4.6 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTITUSSÍGENA EM CAMUNDONGOS 

O efeito de MC nas doses de 8,5, 25 ou 75 mg/kg administrado por via oral na tosse 

induzida por ácido cítrico em camundongos é demonstrado na Figura 14. A administração de 

MC na dose de 8,5 mg/kg não exibiu efeito antitussígeno, pois manteve o percentual de tosse 

elevado (131,1 ± 11,80%) e sem diferença significativa em relação ao controle negativo que 

recebeu apenas salina como tratamento (121,1 ± 9,44%). Em contraste, a administração de 

MC nas doses de 25 ou 75 mg/kg mostrou um efeito antitussígeno significativo, evidenciado 

pela redução na frequência de tosses para 21,83 ± 10,19% e 32,37 ± 13,31%, respectivamente 

(p < 0,05, Figura 9). O controle positivo, codeína, na dose de 30 mg/kg, demonstrou efeito 

antitussígeno e reduziu a frequência de tosses para 35,39 ± 9,57%, com diferença significativa 

comparado ao grupo salina (p < 0,05). 

Figura 14 – Efeito antitussígeno do MC em camundongos. 

 
O gráfico ilustra a frequência de tosses (%) em animais expostos ao ácido cítrico (0,4 M). SALINA, solução de 

NaCl 0,9%; MC 8,5 mg/kg, mirceno 8,5 mg/kg; MC 25 mg/kg, mirceno 25 mg/kg; MC 75 mg/kg, mirceno 75 

mg/kg; COD 30 mg/kg, codeína 30 mg/kg. * p < 0,05 (ANOVA one-way seguida pelo teste de Dunnett, 

SALINA vs MC 25 mg/kg, MC 75 mg/kg, COD 30 mg/kg). Dados expressos como média ± erro padrão da 

média (EPM). 

Fonte: Próprio autor. 

Na análise da latência da tosse no dia de triagem, quando os animais não receberam 

tratamento, não houve diferença estatística entre as latências dos grupos (Figura 15-A). No 

entanto, no segundo dia, os animais que receberam MC por via oral nas doses de 25 ou 75 

mg/kg resultaram em aumento do tempo, em segundos, que o animal levou para dar a 

primeira tosse, apresentando tempos de latência de 94,71 ± 30,35 e 92,14 ± 30,35 segundos, 

respectivamente, mostrando uma diferença significativa em comparação com o grupo salina 

(p < 0,05) (Figura 15-B).  
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Figura 15 – Latência do tempo para tosse em camundongos. 

 
Gráficos representam tratamento versus latência de tosses por 3 minutos (180 segundos), sendo A) latência da 

tosse avaliada no dia da triagem e B) latência da tosse avaliada após os tratamentos. SALINA, solução de NaCl 

0,9%; MC 8,5 mg/kg, mirceno 8,5 mg/kg; MC 25 mg/kg, mirceno 25 mg/kg; MC 75 mg/kg, mirceno 75 mg/kg; 

COD 30 mg/kg, codeína 30 mg/kg. *p<0,05 (Teste de Kruskal-Wallis, seguido de teste de Dunn: Salina vs MC 

25 mg/kg, MC 75 mg/kg). Dados expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

Fonte: Próprio autor. 

Em relação ao efeito da nanoemulsão contendo mirceno, NEMC 75 mg/kg reduziu a 

tosse para 55,62 ± 16,48%, mostrando diferença significativa quando comparada com a 

frequência de tosse do grupo salina (121,2 ± 9,41%). Entretanto, ao comparar o percentual de 

tosse observado após a administração das nanoemulsões contendo mirceno 8,5 ou 25 mg/kg 

(118,2 ± 22,17% e 55,62 ± 16,48%, respectivamente) com o controle negativo da formulação, 

nanoemulsão vazia (68,87 ± 11,62%) ou o controle negativo para o modelo de tosse, solução 

salina de NaCl (0,9%), não houve diferença significativa (Figura 16). 
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Figura 16 – Efeito antitussígeno da nanoemulsão contendo mirceno em camundongos.

 
O gráfico ilustra a frequência de tosses (%) em animais expostos ao ácido cítrico (0,4 M). SALINA, solução de 

NaCl 0,9%; NEV, nanoemulsão contendo mirceno; NEMC 8,5 mg/kg, nanoemulsão contendo mirceno 8,5 

mg/kg; NEMC 25 mg/kg, nanoemulsão contendo mirceno 25 mg/kg; NEMC 75 mg/kg, nanoemulsão contendo 

mirceno 75 mg/kg. * p < 0,05 (ANOVA one-way seguida pelo teste de Dunnett, SALINA vs NEMC 75 mg/kg, 

COD 30 mg/kg). Dados expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

Fonte: Próprio autor. 

Na análise da latência da tosse no dia de triagem, quando os animais não receberam 

tratamento, ou no segundo dia, após os tratamentos com nanoemulsão contendo mirceno ou 

nanoemulsão vazia, não houve diferença estatística entre as latências dos grupos (Figura 17). 

Figura 17 – Latência do tempo para tosse em camundongos. 

Gráficos representam tratamento versus latência de tosses por 3 minutos (180 segundos), sendo A) Latência da 

tosse avaliada no dia da triagem e B) latência da tosse avaliada após os tratamentos. Salina, solução de NaCl 

0,9%; NEV, nanoemulsão vazia; NEMC 8,5 mg/kg; NEMC 25 mg/kg, NEMC 75 mg/kg; NEMC 75 mg/kg; 

COD 30 mg/kg, codeína 30 mg/kg. Análise estatística por Teste de Kruskal-Wallis, seguido de teste de Dunn: 
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Salina or NEV vs NEMC 8,5 mg/kg, NEMC 25 mg/kg, NEMC 75 mg/kg, COD 30 mg/kg)Dados expressos 

como média ± erro padrão da média (EPM). 

Fonte: Próprio autor.  

4.7 AVALIAÇÃO DO MECANISMO DE AÇÃO DO MIRCENO SOBRE A TOSSE EM 

CAMUNDONGOS 

4.7.1 Avaliação do efeito da naloxona no efeito do mirceno sobre a tosse induzida por 

ácido cítrico 

O antagonista do receptor μ-opioide, naloxona, reverteu o efeito antitussígeno do MC 

25 mg/kg com diferença significativa, resultando em uma porcentagem de tosse de 68,86 ± 

14,00% (Figura 18).  

Figura 18 – Efeito da naloxona no efeito antitussígeno do mirceno administrado por via oral 

em camundongos. 

 
Gráfico representa a frequência de tosses (%) em animais expostos ao ácido cítrico (0,4 M). SALINA, solução 

de NaCl 0,9%; MC 25 mg/kg, mirceno 25 mg/kg; NLX + MC25, naloxona 0,4 mg/kg + mirceno 25 mg/kg. 

*p<0,05 (test t de Student não pareado: SALINA vs MC 25 mg/kg) e 
#
p<0,05 (test t de Student não pareado: MC 

25 mg/kg vs NLX + MC25). Dados expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

Fonte: Próprio autor. 

4.7.2 Avaliação do efeito do flumazenil no efeito do mirceno sobre a tosse induzida por 

ácido cítrico 

O antagonista do receptor de benzodiazepínicos, flumazenil, reverteu o efeito 

antitussígeno do MC 25 mg/kg, aumentando a porcentagem de tosse de 21,83 ± 10,19% para 
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166,00 ± 13,86%, mostrando uma diferença significativa  comparada ao MC 25 mg/kg (p < 

0,05, Figura 19). 

Figura 19 – Efeito do flumazenil no efeito antitussígeno do mirceno administrado por via oral 

em camundongos. 

 
Gráfico representa a frequência de tosses (%) em animais expostos ao ácido cítrico (0,4 M). SALINA, solução 

de NaCl 0,9%; MC 25 mg/kg, mirceno 25 mg/kg; FLZ + MC25, flumazenil 2,5 mg/kg + mirceno 25 mg/Kg. 

*p<0,05 (test t de Student não pareado: SALINA vs MC 25 mg/kg) e 
#
p<0,05 (test t de Student não pareado: MC 

25 mg/kg vs FLZ + MC25). Dados expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

Fonte: Próprio autor. 

4.7.3 Avaliação do efeito da glibenclamida no efeito do mirceno sobre a tosse induzida 

por ácido cítrico 

Os animais tratados com glibenclamida 10 mg/kg e MC 25 mg/kg exibiram uma redução no 

número de tosses, equivalente a uma porcentagem de 44,19 ± 9,68%, sem diferença 

significativa em comparação com os animais tratados apenas com MC 25 mg/kg (21,83 ± 

10,19%) (Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



64 

 

 

 

Figura 20 – Efeito da glibenclamida no efeito antitussígeno do mirceno administrado por via 

oral em camundongos. 

 
Gráfico representa a frequência de tosses (%) em animais expostos ao ácido cítrico (0,4 M). SALINA, solução 

de NaCl 0,9%; MC 25 mg/kg, mirceno 25 mg/kg; GLIB + MC25, glibenclamida 10 mg/kg + mirceno 25 mg/kg. 

*p<0,05 (test t de Student não pareado: SALINA vs MC 25 mg/kg, GLIB + MC25). Dados expressos como 

média ± erro padrão da média (EPM). 

Fonte: Próprio autor. 

4.7.4 Avaliação do efeito do tetraetilamônio no efeito do mirceno sobre a tosse induzida 

por ácido cítrico 

Os animais tratados com tetraetilamônio (TEA) e MC 25 mg/kg mostraram uma 

reversão significativa da frequência de tosse para 79,81 ± 17,10%, em comparação com os 

animais tratados apenas com MC 25 mg/kg (21,83 ± 10,19%) (p < 0,05, Figura 21). Esse 

resultado demonstra a participação da via BKCa no efeito antitussígeno do mirceno. 
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Figura 21 – Efeito do tetraetilamônio no efeito antitussígeno do mirceno administrado por via 

oral em camundongos. 

 
Gráfico representa a frequência de tosses (%) em animais expostos ao ácido cítrico (0,4 M). SALINA, solução 

de NaCl 0,9%; MC 25 mg/kg, mirceno 25 mg/kg; GLIB + MC25, glibenclamida 10 mg/kg + mirceno 25 mg/Kg. 

*p<0,05 (test t de Student não pareado: SALINA vs MC 25 mg/kg) e 
#
p<0,05 (test t de Student não pareado: MC 

25 mg/kg vs GLIB + MC25). Dados expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

Fonte: Próprio autor. 

4.8 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTITUSSÍGENA DO MIRCENO ADMINISTRADO 

POR VIA INALATÓRIA 

Não foi observado redução significativa no percentual de tosse em nenhum grupo 

tratado por via inalatória (Figura 22). 
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Figura 22 – Efeito do mirceno e da nanoemulsão contendo mirceno administrados por via 

inalatória em camundongos. 
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Gráfico representa a frequência de tosses (%) em animais expostos ao ácido cítrico (0,4 M). SALINA, solução 

de NaCl 0,9%; MC 0,85 mg/mL, mirceno 0,85 mg/mL; MC 2,5 mg/mL, mirceno 2,5 mg/mL; MC 7,5 mg/mL, 

mirceno 7,5 mg/mL; NEMC 0,85 mg/mL, nanoemulsão contendo mirceno 0,85 mg/mL; MC 2,5 mg/mL, 

nanoemulsão contendo mirceno 2,5 mg/mL; MC 7,5 mg/mL, nanoemulsão contendo mirceno 7,5 mg/mL; NEV, 

nanoemulsão vazia; AMB, ambroxol 7,5 mg/mL. Análise estatística com ANOVA one-way seguida pelo teste de 

Dunnett. Dados expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

Fonte: Próprio autor. 

Na análise da latência da tosse no dia de triagem, quando os animais não receberam 

tratamento, ou no segundo dia, após os tratamentos com nanoemulsão contendo mirceno ou 

nanoemulsão vazia, não houve diferença estatística entre as latências dos grupos (Figura 23). 

Figura 23 – Latência do tempo para tosse em camundongos. 

 
Gráficos representam tratamento versus latência de tosses por 3 minutos (180 segundos), sendo A) latência da 

tosse avaliada no dia da triagem e B) latência da tosse avaliada após os tratamentos. Salina, solução de NaCl 
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0,9%; NEV, nanoemulsão vazia; MC 8,5 mg/kg, mirceno 8,5 mg/kg; MC 25 mg/kg, mirceno 25 mg/kg; MC 75 

mg/kg, mirceno 75 mg/kg; NEMC 8,5 mg/kg, nanoemulsão contendo mirceno 8,5 mg/kg; NEMC 25 mg/kg, 

nanoemulsão contendo mirceno 25 mg/kg, NEMC 75 mg/kg, nanoemulsão contendo mirceno 75 mg/kg; COD 

30 mg/kg, codeína 30 mg/kg. Análise estatística por Teste de Kruskal-Wallis, seguido de teste de Dunn. Dados 

expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

Fonte: Próprio autor. 

4.9 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE EXPECTORANTE EM CAMUNDONGOS 

Neste protocolo experimental, os animais tratados com MC nas doses de 8,5, 25 ou 75 

mg/kg por via oral exibiram concentrações de vermelho de fenol no lavado broncoalveolar de 

3,60 ± 0,26 µg/mL, 4,20 ± 0,39 µg/mL ou 3,82 ± 0,41 µg/mL, respectivamente. Já os animais 

que receberam ambroxol na dose de 120 mg/kg por via oral apresentaram uma concentração 

de fenol vermelho no lavado de 4,01 ± 0,21 µg/mL. Um aumento estatisticamente 

significativo na atividade expectorante foi observado em todos os grupos tratados em 

comparação com o grupo controle negativo, que recebeu uma solução de NaCl 0,9% (1,93 ± 

0,11 µg/mL) (Figura 24). 

Figura 24 – Efeito expectorante do mirceno na secreção de fenol vermelho em camundongos 

tratados por via oral. 

 
O gráfico ilustra a concentração de vermelho de fenol no lavado broncoalveolar (LBA) dos animais. SALINA, 

solução de NaCl 0,9%; MC 8,5 mg/kg, mirceno 8,5 mg/kg; MC 25 mg/kg, mirceno 25 mg/kg; MC 75 mg/kg, 

mirceno 75 mg/kg; AMB 120 mg/kg, ambroxol 120 mg/kg. *p < 0,05 (ANOVA One-Way, seguido de teste de 

Dunnett: SALINA vs MC 8,5, 25, 75 mg/kg, AMB 120 mg/kg). Dados expressos como média ± erro padrão da 

média (EPM), com n = 7. 

Fonte: Próprio autor. 
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Os animais que receberam NEMC nas doses de 8,5, 25 ou 75 mg/kg por via oral 

também exibiram concentrações de vermelho fenol no lavado broncoalveolar de 2,98 ± 0,21 

µg/mL, 3,02 ± 0,21 µg/mL ou 3,38 ± 0,29 µg/mL, respectivamente. Esses valores foram 

significativamente maiores do que o grupo tratado apenas com solução de NaCl 0,9% (1,93 ± 

0,11 µg/mL) ou nanoemulsão vazia (1,81 ± 0,22 µg/mL) (Figura 25). Além disso, os animais 

que receberam ambroxol 120 mg/kg por via oral apresentaram uma concentração de vermelho 

fenol no lavado de 4,01 ± 0,21 µg/mL, com diferença significativa em comparação com o 

grupo salina. 

Figura 25 – Efeito expectorante da nanoemulsão contendo mirceno na secreção de vermelho 

fenol em camundongos tratados por via oral. 

 
O gráfico ilustra a concentração de vermelho de fenol no LBA dos animais. SALINA, solução de NaCl 0,9%; 

NEV, nanoemulsão vazia; NEMC 8,5 mg/kg, nanoemulsão contendo mirceno 8,5 mg/kg; NEMC 25 mg/kg, 

nanoemulsão contendo mirceno 25 mg/kg; NEMC 75 mg/kg, nanoemulsão contendo mirceno 75 mg/kg; AMB 

120 mg/kg, ambroxol 120 mg/kg. Para análise estatística com ANOVA one-way, seguida por teste de Dunnett. 

*p < 0,05 (One-Way ANOVA, seguido de teste de Dunnett, SALINA vs NEMC 8,5, 25, 75 mg/kg, AMB 120 

mg/kg). 
#
p < 0,05 (One-Way ANOVA, seguido de teste de Dunnett, NEV vs NEMC 8,5, 25, 75 mg/kg). Dados 

expressos como média ± erro padrão da média (EPM), com n = 7. 

Fonte: Próprio autor. 

4.10 AVALIAÇÃO DO MECANISMO DE AÇÃO EXPECTORANTE DO MIRCENO 

4.10.1 Avaliação da via do cotransportador Na
+
-K

+
-Cl

-
 (NKCC) no efeito expectorante 

do mirceno 
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A secreção de vermelho de fenol no LBA dos animais tratados com MC 25 mg/kg foi 

igual a 4.20 ± 0.39 µg/mL, enquanto que no grupo que recebeu furosemida 4 mg/kg + MC 25 

mg/kg foi igual a 3,54 ± 0.44 µg/mL. Portanto, ambos apresentaram diferença significativa 

quando comparados com o grupo salina (p < 0,05). Porém, quando comparados entre si, não 

apresentaram diferença significativa (Figura 26).  

Figura 26 – Efeito da furosemida na atividade expectorante do mirceno administrado por via 

oral em camundongos. 

 
O gráfico ilustra a concentração de vermelho de fenol no LBA dos animais. SALINA, solução de NaCl 0,9%; 

MC 25 mg/kg, mirceno 25 mg/kg; MC25+FURO, mirceno 25 mg/kg + furosemida 4  mg/kg. *p < 0,05 (teste t 

de Student não pareado: SALINA vs MC 25 mg/kg, MC25+FURO). Dados expressos como média ± erro padrão 

da média (EPM), com n = 7. 

Fonte: Próprio autor. 

4.10.2 Avaliação da via colinérgica no efeito expectorante do mirceno 

Da mesma forma, os animais que receberam MC 25 mg/kg ou atropina 1 mg/kg + MC 

25 mg/kg (3,44 ± 0.41 µg/mL) demonstraram diferença significativa quando comparado com 

a salina. Porém, quando comparado com o grupo MC 25mg/kg, não houve diferença 

significativa (Figura 27). 
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Figura 27 – Efeito da atropina na atividade expectorante do mirceno administrado por via 

oral em camundongos. 

 
O gráfico ilustra a concentração de vermelho de fenol no LBA dos animais. SALINA, solução de NaCl 0,9%; 

MC 25 mg/kg, mirceno 25 mg/kg; MC25+ATROP, mirceno 25 mg/kg + atropina 1  mg/kg. *p < 0,05 (teste t de 

Student não pareado: SALINA vs MC 25 mg/kg, MC25+ATROP). Dados expressos como média ± erro padrão 

da média (EPM), com n = 7. 

Fonte: Próprio autor. 

4.10.3 Avaliação da via adrenérgica no efeito expectorante do mirceno 

Os animais que receberam propranolol 25 mg/kg + MC 25 mg/kg exibiram secreção 

de vermelho de fenol em LBA igual a 2,54 ± 0,24 µg/mL, com diferença significativa 

comparado ao grupo MC 25 mg/kg (4,20 ± 0,39 µg/mL). Entretanto, não demonstraram 

diferença significativa quando comparado com a salina (1,93 ± 0,11 µg/mL) (Figura 28). 
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Figura 28 – Efeito do propranolol na atividade expectorante do mirceno administrado por via 

oral em camundongos. 

 
O gráfico ilustra a concentração de vermelho de fenol no LBA dos animais. SALINA, solução de NaCl 0,9%; 

MC 25 mg/kg, mirceno 25 mg/kg; MC25+PROP, mirceno 25 mg/kg + propranolol 25 mg/kg. *p < 0,05 (teste t 

de Student não pareado: SALINA vs MC 25 mg/kg, MC25+PROP). Dados expressos como média ± erro padrão 

da média (EPM), com n = 7. 

Fonte: Próprio autor. 

4.10.4 Avaliação do envolvimento de mediadores inflamatórios no efeito expectorante do 

mirceno 

Os animais que receberam indomethacina 8 mg/kg + MC 25 mg/kg exibiram secreção 

de vermelho de fenol em LBA igual a 2,37 ± 0.28 µg/mL, com diferença significativa 

comparado ao grupo MC 25 mg/kg (4,20 ± 0,39 µg/mL). Entretanto, não demonstraram 

diferença significativa quando comparado com a salina (1,93 ± 0,11 µg/mL) (Figura 29). 
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Figura 29 – Efeito da indometacina na atividade expectorante do mirceno administrado por 

via oral em camundongos. 

 
O gráfico ilustra a concentração de vermelho de fenol no LBA dos animais. SALINA, solução de NaCl 0,9%; 

MC 25 mg/kg, mirceno 25 mg/kg; MC25+IND, mirceno 25 mg/kg + indometacina 1 mg/kg. *p < 0,05 (teste t de 

Student não pareado: SALINA vs MC 25 mg/kg, MC25+FURO). Dados expressos como média ± erro padrão da 

média (EPM), com n = 7. 

Fonte: Próprio autor. 

4.11 AVALIAÇÃO DO EFEITO EXPECTORANTE DO MIRCENO LIVRE OU EM 

NANOEMULSÃO ADMINISTRADOS POR VIA INALATÓRIA 

Na investigação do efeito expectorante do mirceno administrado por via inalatória, foi 

observado que nenhuma concentração de mirceno foi capaz de aumentar a secreção de 

vermelho de fenol e que somente o ambroxol 7,5 mg/mL (2,97 ± 0,43 µg/mL), que é o 

controle positivo, apresentou efeito expectorante significativo quando comparado com o 

grupo que recebeu salina (1,00 ± 0,09 µg/mL) (Figura 30). 
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Figura 30 – Efeito expectorante do mirceno na secreção de vermelho de fenol em 

camundongos tratados por via inalatória. 

 
Gráfico representa tratamento versus a concentração de secreção de vermelho de fenol presente no lavado 

broncoalveolar. MC 0,85 mg/mL, Mirceno 0,85 mg/mL; MC 2,5 mg/mL, Mirceno 2,5 mg/mL; MC 7,5 mg/mL, 

Mirceno 7,5  mg/mL; SALINA, solução salina NaCl 0,9%; AMB 7,5 mg/mL, ambroxol 7,5 mg/mL. *p<0,05 

(One-Way ANOVA, seguido de teste de Dunnett: SALINA vs MC 0,85 mg/mL; MC 2,5 mg/mL; MC 7,5 

mg/mL; AMB 7,5 mg/mL). Dados expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

Fonte: Próprio autor. 

Por outro lado, quando a nanoemulsão contendo mirceno foi administrada por via 

inalatória, as concentrações 0,85 mg/mL ou 75 mg/mL de NEMC aumentaram a secreção de 

vermelho de fenol no LBA para valores equivalentes a 4,39 ± 0,55 µg/mL e 2,77 ± 0,28 

µg/mL, respectivamente, demonstrando efeito expectorante significativo quando comparado 

com o grupo salina (1,00 ± 0,09 µg/mL). No entanto, apenas NEMC 0,85 mg/mL teve 

diferença  significativa quando comparado com a nanoemulsão vazia 1,74 ± 0,17 µg/mL 

(Figura 31). 

  



74 

 

 

 

Figura 31 – Efeito expectorante da nanoemulsão contendo mirceno na secreção de vermelho 

de fenol em camundongos tratados por via inalatória. 

 

Gráfico representa tratamento versus a concentração de secreção de vermelho de fenol presente no lavado 

broncoalveolar. SALINA, solução salina NaCl 0,9%; NEV, nanoemulsão vazia; NEMC 0,85 mg/mL, 

nanoemulsão contendo mirceno 0,85 mg/mL; NEMC 2,5 mg/mL, nanoemulsão contendo mirceno 2,5 mg/mL; 

NEMC 7,5 mg/mL, nanoemulsão contendo mirceno 7,5  mg/mL; AMB 7,5 mg/mL, ambroxol 7,5 mg/mL. 

*p<0,05 (One-Way ANOVA, seguido de teste de Dunnett: SALINA vs NEMC 0,85 mg/mL; NEMC 7,5 mg/mL; 

AMB 7,5 mg/mL). 
#
p<0,05 (One-Way ANOVA, seguido de teste de Dunnett: NEV vs NEMC 0,85 mg/mL). 

Dados expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

Fonte: Próprio autor. 

4.12 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIASMÁTICA EM CAMUNDONGOS 

O grupo basal, representado pelos camundongos não imunizados por OVA, apresentou 

reduzida contagem total de células igual a 5,07 x 10
4 

± 8,03 x 10
3
 células/mL, com diferença 

significativa (p < 0,05) quando comparada com o grupo de animais sensibilizados por OVA e 

que receberam apenas salina como tratamento (2,43 x 10
6 

± 4,53 x 10
5
 células/mL) (Figura 

32). 

Resultado semelhante foi demonstrado em camundongos asmáticos pré-tratados com 

dexametasona 10 mg/kg (4,36 x 10
5 

± 1,11 x 10
5
 células/mL) por via intraperitoneal ou 

mirceno nas doses de 8,5, 25 ou 75 mg/kg (1,01 x 10
6 

± 2,18 x 10
5
, 5,71 x 10

6 
± 9,90 x 10

4
, 

3,50 x 10
5 

± 1,11 x 10
5
 células/mL, respectivamente) por via oral (Figura 32). 
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Figura 32 - Efeito de MC no número de células inflamatórias no LBA. 
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Gráfico representa tratamento versus o número de células inflamatórias no LBA. BASAL, animais não 

imunizados com OVA; SALINA, animais imunizados com OVA e tratados com solução de NaCl 0,9%; MC 8,5 

mg/kg, mirceno 8,5 mg/kg; MC 25 mg/kg, mirceno 25 mg/kg; MC 75 mg/kg, mirceno 75 mg/kg; DEX 10 

mg/kg, dexametasona 10 mg/Kg. * p<0,05 (ANOVA One-Way, seguido de teste de Dunnett: SALINA vs 

BASAL, MC 8,5 mg/kg, MC 25 mg/kg, MC 75 mg/kg. Dados expressos como média ± erro padrão da média 

(EPM). 

Fonte: Próprio autor. 

As nanoemulsões carregadas com mirceno, administradas nas doses 8,5, 25 ou 75 

mg/kg também reduziram significativamente a contagem total de células (7.65 x 10
5
± 3.58 x 

10
5
, 2,20 x 10

5 
± 7,69 x 10

4
, 2,74 x 10

5 
± 8,50 x 10

4
 células/mL, respectivamente) em 

camundongos imunizados por OVA (Figura 33) comparados aos grupos imunizados por 

OVA e que receberam salina ou NEV (2,06 x 10
6 

± 4,03 x 10
5
 células/mL). Esses últimos, 

grupos Salina e NEV, não exibiram diferença significativa comparados entre si. 
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Figura 33 - Efeito de NEMC no número de células inflamatórias no LBA. 
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Gráfico representa tratamento versus o número de células inflamatórias no LBA. Basal, animais não imunizados 

com OVA; SALINA, animais imunizados com OVA e tratados com solução de NaCl 0,9%; NEV, nanoemulsão 

vazia; NEMC 8,5 mg/kg, nanoemulsão contendo mirceno 8,5 mg/kg; NEMC 25 mg/kg, nanoemulsão contendo 

mirceno 25 mg/kg; NEMC 75 mg/kg, nanoemulsão contendo mirceno 75 mg/kg; DEX 10 mg/kg, dexametasona 

10 mg/Kg. * p<0,05 (ANOVA One-Way, seguido de teste de Dunnett: Salina vs Basal, NEMC 8,5 mg/kg, 

NEMC 25 mg/kg, NEMC 75 mg/kg, DEX 10 mg/kg). 
# 
p<0,05 (One-Way ANOVA, seguido de teste de Dunnett: 

NEV vs NEMC 8,5 mg/kg, NEMC 25 mg/kg, NEMC 75 mg/kg). Dados expressos como média ± erro padrão da 

média (EPM). 

Fonte: Próprio autor. 

5. DISCUSSÃO  

A preparação da nanoemulsão de mirceno utilizou o método de emulsificação 

espontânea como abordagem isotérmica aplicada a compostos voláteis e hidrofóbicos (Lima 

et al., 2021). Como fase aquosa, para preparar dispersões coloidais contendo mirceno, foi 

utilizado PBS (pH 7,4), enquanto a fase oleosa consistiu em uma mistura de mirceno e MCT 

(1:1 w/w), além de diferentes surfactantes. 

Os parâmetros de tamanho de partícula e distribuição de tamanho (IPd) que foram 

avaliados variaram de acordo com os tipos de surfactantes não iônicos utilizados e com a 

composição da fase oleosa. O surfactante não iônico SMO-20 (wt. 10%), utilizado na 

formulação 4, demonstrou influência considerável sobre o diâmetro médio das gotículas e a 

distribuição de tamanho das dispersões coloidais, de modo a formar gotículas menores (< 

97,87 nm) e com moderada distribuição de tamanho (IPd < 0,23) (p < 0,05). 
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Entretanto, nanoemulsões preparadas com SML-20 e SMO, SMO-20 e SMO, ou 

apenas com SML-20 como surfactantes apresentaram as maiores gotículas (> 200 nm) e 

ampla distribuição de tamanho (IPd > 0,23). Apresentando estruturas moleculares diferentes, 

enquanto SML-20 tem uma cadeia de ácido graxo saturada, SMO-20 tem uma cadeia de ácido 

graxo insaturada e essa dupla ligação é que o torna mais flexível e eficiente em reduzir a 

tensão superficial entre a interface óleo/água de modo a formar gotículas menores (Komaiko; 

Mcclements, 2015). Importante controlar o tamanho das gotículas da emulsão, enquanto o 

surfactante SML-20 em concentração insuficiente leva à aglomeração e aumento do tamanho 

das partículas, SML-20 suficiente estabiliza a emulsão e o tamanho das partículas diminui 

(Devi et al., 2025). 

Além disso, esses parâmetros também foram maiores quando a composição da fase 

oleosa foi modificada para conter apenas o óleo veicular MCT, como mostra a diferença 

significativa ao comparar as formulações F4 e F5 (p < 0,05). O óleo MCT funciona como 

inibidor de maturação, pois é uma molécula altamente hidrofóbica que é adicionada à fase 

dispersa da nanoemulsão para inibir a expansão de gotículas, interrompendo o efeito de 

mistura (Liu et al., 2019). Gotículas maiores são formadas ao aumentar a concentração de 

óleo MCT, que tem influência significativa na curvatura espontânea e solubilidade do 

surfactante (Guttoff; Saberi; Mclements, 2015; Saberi; Fang; Mcclements, 2014). 

A escolha do surfactante é fundamental para controlar as propriedades da 

nanoemulsão, como tamanho das gotículas, estabilidade e comportamento em diferentes 

condições (Liu et al., 2019). A formulação 4, que apresentou as melhores características, foi 

utilizada nos estudos farmacológicos em modelos animais desse trabalho. 

Antes disso, nas investigações para identificar possíveis efeitos adversos do mirceno 

ou sua nanoemulsão, observou-se que a administração oral de mirceno numa dose de 75 

mg/kg não alterou significativamente o comportamento ou a coordenação motora de 

camundongos submetidos a testes de campo aberto ou rotarod. Relativamente à via sedativo-

hipnótica, o mirceno, embora existam provas que sugerem o seu papel potencial no equilíbrio 

de ácido gama-aminobutírico (GABA) e glutamato para mediar indiretamente o sono em 

camundongos, como demonstrado num estudo de Chen et al. (2024). 

Noutro estudo, a vaporização aguda de mirceno a 5% a cada 6 segundos durante 30 

minutos demonstrou efeitos na atividade locomotora e no comportamento ansiolítico em 

camundongos, com diferenças observadas entre machos e fêmeas: aumento da atividade 
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locomotora e efeitos ansiolíticos nas fêmeas, e redução da atividade locomotora sem efeitos 

ansiolíticos nos machos (Wagner et al., 2024). 

Não foram encontradas evidências para o efeito do mirceno a 1 g/kg por via oral no 

comportamento exploratório e emocional ou na atividade ansiolítica em camundongos (Da-

Silva et al., 1991), o que se alinha com os resultados observados nos testes de rotarod e de 

campo aberto neste estudo. 

Na avaliação do efeito sobre a coordenação motora, efeito relaxante ou sobre o 

comportamento de camundongos por meio dos testes de campo aberto e rotarod, NEMC 

75mg/kg não teve efeito significativo, indicando que essa formulação é segura e não afeta o 

sistema nervoso central. Como observado em outros estudos, os monoterpenos em geral não 

têm um efeito negativo no sistema locomotor (Costa et al., 2023). 

Ao ser analisado o efeito sobre o músculo liso de traqueia isolada de rato, embora não 

tenha apresentado efeito significativo sobre o tônus muscular fisiológico basal, verificou-se 

que a nanoemulsão contendo mirceno teve uma atividade espasmolítica reduzida, seja na 

contração induzida por carbacol ou por KCl, sugerindo que essa formulação não tem potencial 

como broncodilatador. O músculo liso das vias aéreas, além do aumento do espessamento, 

remodelamento e estreitamento excessivo e variável das vias aéreas são importantes na busca 

por estratégias e terapias que visem reduzir os efeitos da condição asmática (Wang et al., 

2020). 

A formulação de NEMC 75 mg/kg não deixou de ter atividade antitussígena quando 

comparada com o do modelo de tosse que recebeu apenas solução salina. Porém, quando 

comparado com a nanoemulsão vazia, nenhuma dose teve efeito antitussígeno significativo, 

sugerindo que a formulação possivelmente esteja limitando o efeito do mirceno. Mais estudos 

são necessários para verificar o componente da formulação que esteja relacionado a essa 

limitação. 

Após esses resultados, foi investigado o mecanismo de ação do mirceno na dose de 25 

mg/kg. Para investigar a via opióide foi utilizada a naloxona, que demonstrou reverter o efeito 

antitussígeno do mirceno. Este resultado indica que essa via possivelmente esteja relacionada 

ao mecanismo de ação do mirceno. Em um estudo de atividade antinociceptiva em 

camundongos pelo método da placa quente e teste de contorções induzidas por ácido acético, 

mirceno nas doses de 10 ou 20 mg/kg inibiu significativamente a nocicepção, porém com 

efeito antagonizado pela naloxona, dado este que corrobora com os resultados obtidos neste 
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trabalho (Rao; Menezes; Viana, 1990). O mesmo efeito antinociceptivo foi observado com 

mirceno 10 mg/kg, em teste de formalina e teste de placa quente, porém também com efeito 

revertido com a pela naloxona, indicando participação do sistema opióide (Paula-Freire et al., 

2013). Recentemente, no entanto, estudo de propriedades analgésicas do mirceno em artrite 

em ratos, o efeito antinociceptivo do mirceno foi bloqueado por um antagonista do receptor 

CB1 ou um CB2, indicando o envolvimento do sistema endocanabinóide além da via opioide 

já sugerida em outros trabalhos (Mcdougall; Mckenna, 2022). A ativação do receptor subtipo 

CB2 inibiu a ativação de nervos sensoriais em cobaias e nervo vago humano, bem como a 

tosse induzida por ácido cítrico em cobaias, sugerindo envolvimento a participação da via 

CB2 (PATEL et al., 2003). Os receptores CB1 ou um CB2 provocam sua ação acoplando-se 

principalmente às proteínas Gi/0, inibindo a sinalização da adenilato ciclase e do AMP 

cíclico, mas CB1 também pode se acoplar a Gs ou Gq (Soethoudt et al., 2017; 

Mukhopadhyay; Howlett, 2005; Eldeeb; Leone-Kabler; Howlett, 2017). 

Acredita-se que os medicamentos antitussígenos de ação central atuem apenas no 

tronco cerebral (OLSEN et al., 2021). Outra via antitussígena importante estudada foi a 

gabaérgica, com a utilização do flumazenil, um antagonista de benzodiazepínico. Com esse 

antagonista houve reversão do efeito antitussígeno do mirceno, o que também demonstra que 

esse monoterpeno também pode atuar por meio da via gabaérgica. O ácido gama 

aminobutírico (GABA) é o principal neurotransmissor inibitório do sistema nervoso, com 

receptores GABAB encontrados no cérebro, nas vias aéreas e no trato gastrointestinal, 

modulatório, circuitos integrativos centrais, bem como motores inspiratórios (BADRI et al., 

2021). Estudos pré-clínicos sugerem que a ativação dos receptores GABAB nos sistemas 

nervoso periférico e central inibe a tosse (Badri et al., 2021). O flumazenil, porém, é uma 

ferramenta farmacológica potente para prever a farmacologia específica do subtipo do 

receptor GABAA e para determinar a ocupação de receptores sensíveis ao diazepam, que foi a 

ferramenta farmacológica utilizada como controle positivo na investigação do mecanismo de 

ação do mirceno (Herde et al., 2021). Os receptores γ-aminobutíricos tipo A (GABAARs) são 

canais aniônicos seletivos para íons cloreto, controlados por ligantes e que podem aumentar a 

condutância de ânions e levar à hiperpolarização celular (Masiulis et al., 2019; Sigel; 

Steinmann, 2012). 

Nos experimentos em que foram utilizados bloqueadores de canais para potássio, não 

houve diferença reversão do efeito antitussígeno do mirceno pela glibenclamida, um 
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bloqueador de canais para potássio sensíveis ao ATP. Isto sugere que o efeito antitussígeno do 

mirceno não seja periférico (Xu et al., 2007). A abertura de canais para potássio é um 

mecanismo que medeia o efeito inibitório dos opioides (Ramnarine; Rogers, 1998; 

Olorukooba, 2019). Em contraste, sabe-se que canais de grande condutância ativados por 

cálcio (BKCa) não estão envolvidos nessa via de transdução (Rodrigues; Duarte, 2000). 

Nesse sentido, foi investigado a participação dos canais BKCa no mecanismo de ação 

do mirceno por meio do bloqueador TEA. Foi observado que TEA reverteu o efeito 

antitussígeno do mirceno, sugerindo a participação da via dos canais BKCa no efeito. Estudo 

relata que a ativação de canais BKCa implica hiperpolarização e redução do cálcio 

intracelular, causando o relaxamento do músculo liso traqueal de rato (SHI et al., 2019). Os 

canais BKCa estão co-localizados com fontes de cálcio como canais para cálcio sensíveis à 

voltagem ou canais do tipo TRPV (vanilóides), podendo ser modulados alostericamente por 

sensores ou pelos locais de ligação ao cálcio, que levam à abertura dos canais BKCa (Guntur 

et al., 2021). 

Nos estudos da atividade expectorante, as três doses do mirceno ou da nanoemulsão 

contendo mirceno administradas por via oral, bem como o controle positivo ambroxol, 

administrado por via oral, foi observado significativo aumento da concentração de vermelho 

de fenol no lavado broncoalveolar quando comparado com o grupo tratado somente com 

solução fisiológica. Fármacos com atividade expectorante induzem secreção aquosa e 

promovem a acidificação do muco (Menezes et al., 2019). Devido a esse aumento na 

hidratação, o muco secretado torna o trato respiratório lubrificado e alivia vários distúrbios 

respiratórios (Hu et al., 2021). 

Estudos têm evidenciado que formulações em nanoemulsão aumentam 

significativamente a absorção oral de drogas pouco solúveis, o que pode melhorar a 

biodisponibilidade e elevar a atividade farmacológica (Ei-Hong et al., 2014). As 

nanoemulsões contendo monoterpenos têm sido investigadas principalmente em atividades 

antimicrobianas e doenças infecciosas (Xavier et al.,2022; Zaho et al., 2017; Li et al.,2017). 

Embora haja poucas investigações sobre o efeito de nanoemulsões contendo monoterpenos 

nas vias aéreas, o caráter inovador da tecnologia e sua potencial aplicação na terapia de 

problemas respiratórios têm ganhado relevância (Freitas et al., 2021). 

O ambroxol é um fármaco expectorante, metabólito do cloridrato de bromexina, com 

propriedades farmacológicas importantes como efeito estimulante da secreção de surfactantes 
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pulmonares e secreção serosa das vias aéreas, anti-inflamatório, antioxidante e anestésico 

local, além de efeitos mucocinéticos e mucociliares (Gupta, 2014; Yoshida et al., 2018). 

Semelhante ao resultado por via oral, a administração do ambroxol por via inalatória 

também aumentou significativamente a secreção do vermelho de fenol no lavado 

broncoalveolar quando comparado com o grupo tratado somente com salina. Em modelo 

animal de atividade expectorante foi observado que o ambroxol 7,5 mg/mL, administrado por 

via inalatória por um período de 20 minutos, inibiu a expressão de MUC5AC, reduziu os 

níveis de glicosaminoglicanos, melhorou a função da depuração mucociliar e promoveu a 

expectoração em camundongos (Zhang et al., 2016). 

Diferente dos resultados das investigações da atividade expectorante do mirceno e sua 

nanoemulsão administrados por via oral, a administração do mirceno ou da nanoemulsão 

contendo mirceno nas concentrações 2,5 ou 7,5 mg/mL por via inalatória não apresentou 

atividade expectorante significativa comparada ao grupo que recebeu salina ou nanoemulsão 

vazia, respectivamente. A inalação de mirceno ou da sua nanoemulsão nas três concentrações 

avaliadas também não apresentou efeito antitussígeno. Para chegar aos alvéolos e ser 

absorvido, os fármacos precisam ultrapassar barreiras dispostas pela própria anatomia do 

pulmão ou conteúdo fisiológico, como muco ou surfactante pulmonar, que podem bloquear o 

acesso de partículas indesejadas (Voelker; Numata, 2019; Usharani; Kanth; Saravanan, 2022). 

Além disso, as propriedades físico-químicas das nanopartículas inaladas, incluindo tamanho, 

carga e hidrofobicidade superficial, podem influenciar significativamente nas vias de 

eliminação pulmonar, como eliminação por muco, macrófagos ou translocação para 

circulação sistêmica (Liu et al., 2020). 

No entanto, a inalação por 3 minutos da nanoemulsão contendo mirceno na 

concentração de 0,85 mg/mL elevou a secreção de vermelho de fenol no lavado 

broncoalveolar comparado à nanoemulsão vazia. Seja para terapia local ou sistêmica, a 

inalação de uma formulação facilita a dispersão do fármaco em meio adequado e o transporte 

na forma de aerossol para as vias aéreas, melhorando a biodisponibilidade e a potência do 

fármaco (Zhang et al., 2019).  

Nesse contexto, uma preparação para inalação pode ajudar a superar algumas 

desvantagens das preparações por via oral ou intravenosa, as quais necessitam de maior 

quantidade da dose e podem estar associadas a maior incidência de eventos adversos (Zhang 

et al., 2016). Devido a essas dificuldades da via oral, como efeito de barreira causado pela 
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barreira epitelial, degradação de fármacos durante a digestão, transporte e distribuição, a via 

inalatória tem sido considerada por evitar efeitos adversos e ser eficaz no tratamento local de 

doenças pulmonares (Zhong et al., 2021). 

O efeito expectorante da nanoemulsão contendo mirceno pode estar associado aos 

mecanismos de mediadores inflamatórios na produção de muco, conforme indicado por 

estudos conduzidos por Kanaan et al. (1997) ou como resultado do aumento na hidratação, 

contribuindo para a lubrificação do trato respiratório (Hu et al., 2021). No entanto, estudos 

adicionais são importantes para investigar o efeito da nanoemulsão contendo mirceno sobre os 

níveis de interleucinas e a avaliação sobre o dano tecidual em pulmão asmático. 

Os modelos animais reproduzem com sucesso muitas das características da inflamação 

alérgica das vias aéreas, tornando-se assim, importantes para a pesquisa, uma vez que os 

estudos clínicos não são suficientes para entender o mecanismo biológico da asma (Casaro et 

al., 2019). Em relação a outros animais, o modelo murino tem como vantagens a facilidade de 

reprodução, disponibilidade de reagentes moleculares e celulares específicos, e ampla 

diversidade de linhagens de camundongos (Kips et al., 2003).  

Neste estudo, a inflamação alérgica das vias aéreas foi induzida pela sensibilização e 

desafio dos animais a um antígeno estranho, a ovalbumina. Os animais imunizados e que 

receberam apenas solução salina, apresentaram elevada contagem de células inflamatórias 

comparado com o grupo não imunizado com OVA e que também não foi desafiado com 

OVA. Foi estabelecido com êxito o modelo de asma induzida por OVA, considerado o 

primeiro modelo de asma em camundongos, com mais de 100 anos e que replica várias 

características da asma alérgica (Tiwary; Samarasinghe, 2021). 

Para mimetizar a patogênese da asma humana, protocolos para desenvolvimento de 

modelos animais geralmente incluem fases de A) sensibilização, que usualmente requer 

múltiplas imunizações sistêmicas por OVA com adjuvantes e B) desafio, que é a exposição 

dos animais em estudo ao alérgeno (Fang et al., 2021). Basicamente, a inflamação alérgica 

das vias aéreas é induzida por sensibilização intraperitoneal e desafio com OVA, modelo este 

que mimetiza as características da asma aguda, incluindo produção excessiva de muco, 

hiperresponsividade e inflamação eosinofílica das vias aéreas (Casaro et al., 2019). A 

imunização de camundongos por OVA juntamente com o adjuvante Alum (hidróxido de 

alumínio) é uma abordagem descrita na literatura para induzir uma resposta imune tipo t nas 
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vias aéreas, incluindo imunoglobulinas IgEs, respostas de hipersensibilidade e remodelação 

das vias aéreas (Özkan; Eskiocak; Wingender, 2021). 

Por outro lado, os animais imunizados com OVA e tratados com dexametasona, 

demonstraram redução expressiva do número total de células inflamatórias. Está bem 

estabelecido em modelos experimentais que a dexametasona inibe in vitro ou in vivo a 

hiperresponsividade bem como a infiltração de eosinófilos induzida por antígenos (DE BIE et 

al., 1996). Sabe-se que este glicocorticoide diminui significativamente os eosinófilos e 

neutrófilos, infiltração inflamatória ao redor dos brônquios e vasos sanguíneos em 

camundongos asmáticos (Niu et al., 2019; Guan et al., 2020). A dexametasona é um potente 

glicocorticóide sintético de longa duração conhecido por inibir a cascata inflamatória, inibir a 

expressão de COX-2, citocinas inflamatórias (Patil et al., 2018). 

O monoterpeno mirceno ou sua nanoemulsão, nas três doses administradas nos 

animais em modelo de asma, reduziu a contagem total de células inflamatórias em 

camundongos com asma induzida por ovalbumina. Estudos com ratos neonatos mostraram 

que o mirceno exerce efeito antiasmático ao reduzir os efeitos da inflamação, incluindo 

redução da infiltração de leucócitos no lavado broncoalveolar, redução profunda nas citocinas 

IL-2, IL-4, IL-18 e IL-21, e a subsequente alteração estrutural no processo de remodelamento 

das vias aéreas (Du et al., 2020).  Esse efeito anti-inflamatório também foi observado em 

modelo celular de osteoartrite, no qual o mirceno inibiu a produção de óxido nítrico induzido 

por IL-1β e em modelo de tecido renal de rato diabético, em que mirceno teve efeito inibitório 

IL-6 e TNF-α  (Rufino et al., 2015; Yang; Liao, 2021). O mirceno tem potentes efeitos anti-

inflamatórios ao suprimir citocinas, MAP cinases e a regulação negativa das vias NF-κB 

(Almarzooqi et al., 2022). 

Devido ao seu potente efeito antioxidante, anti-inflamatório e propriedades anti-

apoptóticas, o mirceno atenua a perda neuronal dopaminérgica em ratos submetidos ao 

modelo de doença e Parkinson por estresse oxidativo (Azimullah et al., 2023). Isto reforça o 

potencial terapêutico do mirceno e a importância da sua investigação farmacológica. 
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6. CONCLUSÃO 

Este trabalho demonstrou que foi possível superar as limitações de solubilidade do 

mirceno por meio do desenvolvimento de uma nanoemulsão contendo o monoterpeno, 

caracterizada com tamanho médio da gotícula de 97,37 ± 5,84 nm e IPd de 0,23 ± 0,01. O 

perfil de segurança do mirceno livre (75mg/kg) ou de NEMC foi comprovado por meio dos 

ensaios comportamentais em campo aberto e rotarod, pois não afetaram a coordenação motora 

ou nem apresentaram efeitos depressores sobre o sistema nervoso central.  

A ausência de mortalidade, alterações fisiológicas ou sinais de toxicidade após a 

administração de NEMC, revelados em testes de toxicidade aguda (2000 mg/kg, via oral), 

reforçaram a segurança da nanoemulsão. Nos ensaios farmacológicos, tanto para o mirceno 

livre quanto para a nanoemulsão carregada, observou-se um efeito espasmolítico reduzido em 

músculo liso de traqueia isolada de rato contraído com Cch ou KCl, mas sem efeito 

significativo sobre o tônus basal. 

No modelo de tosse induzida por ácido cítrico, MC 25 ou 75 mg/kg ou NEMC 75 

mg/kg reduziram significativamente a frequência de tosse. O mecanismo de ação para o efeito 

antitussígeno, possivelmente, envolve as vias GABAérgicas, opioides e canais para potássio. 

O aumento significativo da secreção do vermelho de fenol no lavado  broncoalveolar, após 

aadministração por via oral de MC ou NEMC, reforça o seu efeito expectorante e sugere o 

potencial clínico para condições com hipersecreção de muco. 

Por fim, MC ou NEMC demonstraram marcante atividade anti-inflamatória em 

modelo de asma induzida por ovalbumina, reduzindo o recrutamento de células inflamatórias 

para as vias aéreas. 

O monoterpeno mirceno ou sua nanoemulsão, conforme demonstrado nesse trabalho, 

apresentam-se como estratégia terapêutica inovadora e segura para condições respiratórias, 

integrando as vantagens da nanoemulsão com as propriedades farmacológicas do mirceno. 

Estudos futuros são necessários para otimizar a formulação e superar as limitações desse 

trabalho quanto ao estudo de outras vias de administração e detalhamento dos efeitos sobre os 

mediadores inflamatórios ou perfil histopatológico. 
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