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RESUMO

O B-mirceno é um monoterpeno com propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e
antinociceptivas. Este tabalho teve como objetivos: desenvolver uma nanoemulsédo contendo
mirceno (NEMC); avaliar a toxicidade aguda da nanoemulsdo e investigar os efeitos
espasmolitico, antitussigeno, antiasmatico e atividade expectorante do mirceno ou da
nanoemulsdo contendo mirceno. A NEMC foi formulada a partir do método de emulsificacéo
espontanea, pela adicdo da fase aquosa, consistindo em solucdo tampdo fosfato a uma fase
organica, formada por dleo triglicerideo de cadeia média, mirceno, agentes tensoativos em
diferentes proporcdes, sob agitacdo constante e temperatura ambiente. O tamanho e o indice
de polidispersdo foram determinados. Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal do Vale do Séo Francisco (CEUA-UNIVASF),
registrado com o N° 0002/270121. A avaliacdo da toxicidade aguda pré-clinica foi realizada
de acordo com o guia da OECD. Cada animal recebeu uma Unica 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 avaliacdo do comportamento motor e verificacdo do relaxamento
muscular dos camundongos foram realizados os testes de campo aberto e rotarod. A avaliacao
da atividade espasmolitica em musculo liso de traqueia isolada de ratos foi realizada em
banho de 6rgdos sob contra¢bes induzidas por carbacol ou KCI. A atividade antitussigena foi
avaliada pelo método de inducdo da tosse pelo acido citrico. A atividade antitussigena do
mirceno administrado por via inalatoria também foi avaliada. A avaliacdo da atividade
expectorante foi realizada por meio do modelo de quantificacdo do vermelho de fenol. A
atividade antiasmatica 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) ndo apesentaram mortalidade nem alteracdes significativas em
parametros fisiologicos. Em modelos experimentais, o f-mirceno (75 mg/kg) ndo afetou a
coordenacdo motora (testes de campo aberto e rota-rod) e induziu relaxamento modesto
(10,41 + 5,11% sob contracdo por carbacol; 19,48 + 5,12% por KCI) em traqueia isolada de
rato. Na forma nanoemulsionada, a NEMC (75 mg/kg) reduziu significativamente a
frequéncia de tosse induzida por &cido citrico (55,62 + 16,48% vs. 121,2 + 9,41% do controle;
p < 0,05), com mecanismo envolvendo vias GABAérgicas, opioides e canais de potéssio.
Ambas as formulacdes demonstraram atividade expectorante, aumentando a secrecdo de
vermelho de fenol no lavado broncoalveolar (NEMC: 3,38 + 0,29 pg/mL vs. 1,93 £ 0,11
pug/mL da salina). No modelo de asma por ovalbumina, a NEMC reduziu significativamente a
migracdo de células inflamatorias, confirmando efeito antiasmatico. Os resultados evidenciam
que a nanoemulsdo preserva as propriedades farmacoldgicas do -mirceno, com vantagens na
biodisponibilidade. Ambas as formulagbes exibiram efeitos antitussigenos, expectorantes e
anti-inflamatorios, destacando seu potencial terapéutico para doencas respiratorias,
particularmente asma e condicGes associadas. O estudo revela a nanoemulsdo como estratégia
promissora para veiculagao de compostos lipofilicos.

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



ABSTRACT

B-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 Séo 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, B-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;
19.4845.12% under KCI 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. 121.249.41% 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 ug/mL vs.
1.93+0.11 pg/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 B-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.  INTRODUCAO

Os disturbios respiratorios, entre o0s quais aqueles que envolvem alteracbes
fisiopatoldgicas na estrutura normal da parede das vias aéreas, incluindo alteracGes na
composigdo e organizagdo de seus constituintes celulares e moleculares, afetam milhdes de
pessoas em todo o mundo (Dhanjal et al., 2022). A asma é uma doenca heterogénea,
caracterizada pela inflamacdo das vias aereas e marcada pela historia de sintomas
respiratorios, tais como tosse, aperto no peito, chiado, dificuldade ao respirar e limitacéo
variavel do fluxo de ar expiratério (Gina, 2022).

Embora a causa da asma ainda esteja indefinida, varios fatores de risco, por sua vez,
sdo identificados: predisposicdo genética (hereditariedade varia entre 35 a 95%), eventos no
inicio da vida, como baixo peso ao nascer e prematuridade, exposi¢fes ambientais
transmitidas pelo ar e doencas respiratérias virais (Marques; Vale, 2022). Uma condicdo
importante a ser considerada como fator relacionado a exacerbacao e desfechos ruins para a
asma € o baixo status socioeconémico - pobreza, que tem razdes complexas, as quais incluem
ma nutricdo, pouco ou nenhum acesso a servicos de salde, assisténcia médica e
medicamentos, além de alta exposicdo a fumaca de cigarro e/ou poluicdo (Ramsahai;
Hansbro; Wark, 2019).

Em relacdo a fisiopatologia da asma, em resposta a diferentes estimulos, a
hiperresponsividade das vias aéreas, marcada pela reacdo broncoconstritora exagerada, € uma
caracteristica da significativa (Sinyor; Perez, 2022). Outras caracteristicas do processo
asmatico incluem remodelamento das vias aéreas, hiperplasia e hipertrofia do musculo liso
das vias aéreas e producdo 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 administracdo de
corticosteroides inalatorios para controlar os sintomas e prevenir crises, além de agonistas
beta 2 de curta duracdo (SABA) ou de longa duragdo (LABA) a depender da gravidade do
qguadro (Levy et al., 2023). A terapéutica da asma também pode incluir anticolinérgicos,
antagonistas de leucotrienos e anti-1L-5 (Castillo; Peters; Busse, 2017).

No entanto, observa-se que a incidéncia de eventos adversos a medicamentos
antiasmaticos comuns aumentou na ultima década, principalmente entre criangas em idade

pré-escolar que usavam broncodilatadores, resultando em aumento substancial dos custos de
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salde (Xie et al., 2022). O uso de corticosteroides orais, tanto em curto quanto em longo
prazo, € cada vez mais reconhecido por sua associacdo direta a uma ampla gama de efeitos
adversos sistémicos graves, embora efeitos locais também possam ocorrer, e S&o
frequentemente mais prevalentes dependendo da via de administragdo. Dada essa
preocupacéo, alternativas poupadoras de corticosteroides sdo recomendadas a pacientes com
asma grave (Casale et al., 2022), mas também sdo 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 acdo sdo empregadas no
manejo da asma, cada qual com seu perfil de seguranca e eficacia. Apesar de historicamente
conhecido o papel dos agonistas beta 2 de curta duracdo (SABA) no tratamento da asma,
estudos mostram que o aumento da exposicdo ao SABA estd associado ao risco de
exacerbacdo grave, independentemente da terapia de manutengdo. Por isso, a GINA néo
recomenda mais SABA como monoterapia para asma leve (Quint et al., 2022), incentivando a
busca por abordagens terapéuticas mais seguras e eficazes para todos os niveis de gravidade
da doenca.

Os numeros de 6Obitos e internagdes por asma no Brasil vém diminuindo desde 2009,
porém, os numeros absolutos ainda sdo elevados, o que resulta em elevados custos diretos e
indiretos para o sistema publico de satde (Cardoso et al., 2017). Na adolescéncia, destaca-se a
maior ocorréncia de Obitos fora do ambiente hospitalar, demonstrando a possibilidade de
subestimar a gravidade da doenca e a necessidade de tratamento (Pitchon et al., 2020). Neste
contexto, melhorar o controle da asma pode reduzir a demanda por atendimentos de
emergéncia e hospitalizacbes por exacerbacbes de asma e pode levar a reducdo do 6nus
econémico da asma para a sociedade (Nascimento et al., 2023).

Alternativamente, compostos naturais ou plantas medicinais, tém sido estudadas como
potenciais terapias farmacol6gicas para o tratamento da asma (Borghi et al., 2022; Lee; Shim,
2022). Muitos produtos naturais, como 0s 0leos essenciais ou monoterpenos, apresentam
atividade anti-inflamatéria e antioxidante, o que os torna fonte de novos compostos para o
tratamento da asma ou da doenca pulmonar obstrutiva cronica (Feng et al., 2023; Han et al.,
2022; Games et al., 2016).

O monoterpeno mirceno, é conhecido por ter propriedades anti-inflamatorias,
analgésicas, antimutagénicas e antioxidantes e, recentemente investigado, uma droga

promissora para o tratamento de complicacdes mediadas pela asma em ratos neonatos (Du et
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al., 2020). Aliado & nanotecnologia, uma tecnologia emergente com boa diversidade de
sistemas de entrega de farmacos, é possivel o desenvolvimento de uma terapia com melhora
significativa do direcionamento do farmaco, reducdo da toxicidade e melhor
biodisponibilidade (Zuo et al., 2022).

Neste contexto, diante das propriedades farmacoldgicas e potencial efeito antiasmatico
do mirceno, o objetivo deste trabalho foi investigar o efeito antiasmatico do mirceno e das
suas preparacdes nanoemulsionadas em modelos de asma em animais, além do efeito

antitussigeno, sua atividade expectorante e atividade espasmolitica.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 FISIOPATOLOGIA E SINTOMAS DA ASMA

A asma é comumente definida como uma doenca inflamatoria cronica das vias aéreas
em que ocorre o influxo de celulas e mediadores inflamatorios e remodelacdo do tecido
pulmonar, tendo como consequéncia hiperresponsividade e limitagdo do fluxo de ar (Gregorio
et al., 2021). Neste caso, ocorre uma reacdo do sistema imune inato e adaptativo, levando
células de defesa a agirem junto as células epiteliais e células musculares lisas, levando-as a
terem uma responsividade elevada em reagdo a estimulos como exercicios fisicos, ar frio ou a
alérgenos (Pavon-Romero et al., 2021).

Pode-se classificar a asma em: alérgica, quando mediada pela imunoglobulina E (IgE);
asma ndo alérgica, geralmente desencadeados por infecgdes virais do trato respiratorio
superior ou sem causa aparente; asma ocupacional, que ocorre quando a pessoa desenvolve
asma a partir da exposicdo a agente causador de asma no ambiente de trabalho; doenga
exacerbada pelo uso de aspirina; asma induzida por exercicio e asma com tosse variante
(Boonpiyathad et al., 2019; Padem; Saltoun, 2019; Eid et al., 2019). Ja em relacdo a
classificacdo fisiopatoldgica, levando em consideragdo sua heterogeneidade imunoldgica, usa-
se a estratégia de identificar a celularidade inflamatoria em fluidos extraidos da via aérea
(escarro ou lavado broncoalveolar - LBA) (Pavén-Romero et al., 2021). De acordo com as
evidéncias fornecidas pela citologia das amostras, podem existir quatro grupos diferentes:
eosinofilicos, neutrofilicos, uma mistura de ambos e paucigranulociticos (Davis; Sheats,
2021; Chen et al., 2021; Kurvilla; Lee; LeE, 2019).

De modo geral, o processo asmatico € iniciado quando alérgenos, sejam estes virus,
bactérias ou fungos, sao inalados ou aspirados, entrando em contato com epitélio, que por sua
vez desencadeia uma producdo de citocinas que promovem a ativacdo e recrutamento de
células imunes nas vias aéreas (Bonser; Erle, 2019). Os mecanismos causais da doenca sao
chamados endotipos e sdo considerados como tipo “T helper” (Th) 1, 2 ou 17 (Potaczek,
2020).

Para sair de um estado de repouso para um estado de expanséo clonal e diferenciacéo
em diferentes subtipos de células efetoras, precisa ocorrer o contato das celulas T CD4
virgens com células apresentadoras de antigenos (APC) ativadas e a ligagdo a moléculas do

complexo de histocompatibilidade de celulas Th, além de estimulacdo de determinadas
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citocinas no ambiente (Zhao, et al., 2021). Enquanto interferon-y (IFN-y) e interleucina 12
iniciam diferenciacdo de células Thl, regulada pelo fator de transcricdo T-box, IL-4 é
responsavel por células Th2 e IL-6 e IL-23 estimulam a proliferacdo e diferenciacdo de
células Th17 (Zhu, 2015; Galvez, 2014).

O processo asmatico do tipo Th2 esta fortemente associado a atopia e alergia, reaces
de hipersensibilidade do tipo I, inflamacao eosinofilica e resposta a corticosteroides (Wenzel,
2012). Acredita-se que a inflamacdo induzida por aeroalérgenos seja impulsionada por
citocinas Th2, incluindo interleucinas (IL) 4, IL-5 e IL-13 (Tran et al., 2016). Essas
interleucinas sdo centrais na fisiopatologia da asma do tipo Th2. A IL-5 estd envolvida na
diferenciacdo, sobrevivéncia, crescimento, recrutamento e degranulacdo de eosindfilos para o
sitio de exposicdo ao antigeno; IL-13 na hiperreatividade brénquica na asma, e IL-4 na
producdo de anticorpos IgG e IgE (Lambrecht; Hammad, 2015; Pelaia et al., 2019; Carr; Zeki;
Kraft, 2018).

Os eosinofilos associados com resposta Th2 tém efeitos pleiotropicos em varias
células inflamatorias e sdo capazes de sintetizar e armazenar proteinas citotoxicas dentro de
granulos intracelulares (Kuruvilla; Lee; Lee; 2019). Além disso, sdo células inflamatorias
dominantes presentes nos pulmdes de pacientes asmaticos, sendo ligado também ao aumento
da producédo de muco e obstrucdo das vias aéreas (Jacobsen et al., 2021; Dunican et al., 2018).
Em modelos de camundongos, os eosindfilos sdo necessarios para o acimulo de muco
pulmonar e a hiperresponsividade das vias aéreas associada a asma (Lee et al., 2004; Jackson,
Akuthouta, Roufosse, 2022).

Apesar de ainda ser pouco compreendido, o papel do processo do tipo Thl pode estar
relacionado ao aumento de interferon-y (IFNy), o qual € responsavel por aumentar as
respostas dos mastocitos atraido pelas quimiocinas CXC, induzidas pelo IFNy no musculo
liso (Wenzel, 2012). Respostas antivirais do tipo Thl também incluem liberacdo de IFN-
alfa/beta de monacitos, epitélio e eosindfilos, promovendo a eliminagéo viral e uma protecao
robusta contra a exacerbacédo da infecgéo (Shen, Malter, 2019).

Diferente disso, a inflamacéo do tipo Th17 tem sido fortemente associada a neutrofilia
e considerada um importante alvo terapéutico (Wenzel, 2012; Mckinley et al., 2008). As
células Th17 secretam principalmente fatores inflamatérios com IL-17 e IL-22 e sdo
originadas a partir da diferenciagdo das células T virgens que foram estimuladas por IL-6 e

IL-23 (Zhao et al., 2021). A expressdo de IL-17A e IL-17F tem sido associada & asma grave e
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prejuizo da funcdo pulmonar, mas ndo associada a inflamacdo neutrofilica (Lajoie et al.,
2010; Doe et al., 2010). Porém, sabe-se que a IL-17A induz o recrutamento e ativacdo de
neutrofilos e que localmente promove a producdo de outras citocinas pro-inflamatorias, tais
como TNF-a e IL-6 (Iwakura et al., 2011).

Juntas, reacBes inflamatdrias e respostas imunoldgicas, produzem consequéncias
prejudiciais a qualidade de vida da pessoa com asma. O paradigma atual da fisiopatologia da
asma estabelece a remodelacéo, a soma das alteracfes estruturais da parede das vias aéreas e
do parénquima pulmonar para explicar a hiperresponsividade das vias aéreas (King, et al.,
2018).

Neste sentido, tais alteracGes compreendem as células do musculo liso das vias aéreas,
as quais passam por um processo de aumento de massa devido a hipertrofia e hiperplasia,
além de espessamento das membranas basais, subepiteliais e do epitélio, hipertrofia das
glandulas mucosas, fibrose com alteragdo da composicdo da matriz extracelular e alteracGes
vasculares linfaticas (Camoretti-Mercado; Lockey, 2021).

Essas mudancas tém consequéncias facilmente perceptiveis na apresentacdo clinica
dos individuos asmaticos, tais como: limitacdo varidvel do fluxo de ar, tosse, aperto no peito,
sibilos ao respirar, respiracdo curta e chiado (Papi et al., 2018). Tais sintomas podem se
agravar mediante existéncia de comorbidades e fatores de risco tais como obesidade,
rinossinusite e pdlipos nasais, fumo de tabaco, ansiedade e depressao, refluxo gastroesofagico,
desordens respiratérias e osteopenia/oeteoporose tém riscos aumentados para asma severa
(Jones; Neville; Chauhan, 2018).

As exacerbacdes da asma também tém ocorréncia sazonal, seja pelo frio do inverno,
gripe influenza ou, principalmente, quando ha infeccdo por rinovirus em criangas e adultos,
sendo este mais comum e com maior gravidade (Ramsahai; Hansbro; Wark, 2019). A
persisténcia e aceleracdo de ambos os processos inflamatério e remodelamento das vias aéreas
na infancia, quando modificadas pela exposicdo 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 adesdo a vacinas das pessoas com asma, ensaios clinicos
e estudos observacionais mostram que a vacinacdo contra influenza é segura e que
provavelmente beneficia pessoas com asma contra a infecgdo por influenza, doencas
respiratdrias, ataques de asma e complicacbes da asma relacionadas a influenza (Vasileiou et
al., 2017).



24

2.2 DIAGNOSTICO DA ASMA

Os principais sintomas da asma sao dispneia, espirro, tosse e aperto no peito, sendo
estes quase sempre variaveis e com desencadeadores como alérgenos ou infecgcbes virais
identificados e tratados sempre que possivel (Jones; Neville; Chauhan, 2018). Considerando
esse quadro sintomatico, um correto diagndstico € muito importante para se evitar exposicao
de pessoas, principalmente criancas, a tratamentos desnecessarios em caso de subdiagnostico,
falta de tratamento adequado ou perda de outros diagnosticos (Bush; Pavord, 2018; Gina,
2022).

O diagnostico de asma é baseado na combinacdo de sintomas respiratérios, como 0s
citados acima, e a limitacdo variavel das vias aéreas, que variam substancialmente ao longo
do tempo e em magnitude espontaneamente ou com tratamento (Ullmann et al., 2018).
Caracteristicas como sintomas na infancia ou historia familiar de alergia aumentam a
probabilidade de que o paciente tenha asma, sendo o sibilo expiratério o achado mais comum
na ausculta tordcica, porém comum também em outras disfuncGes das vias aéreas como
doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) ou infeccdes (Rothe et al., 2018).

A maioria dos guias clinicos considera que a asma pode ser diagnosticada em criangas
nos primeiros anos de vida desde que o quadro clinico seja compativel com a doenca, a
resposta ao tratamento seja adequada e outros possiveis diagnosticos sejam descartados
(Moral et al., 2019). Em criancas e adultos acima de 5 anos, a avaliacdo de asma deve ter pelo
menos alguma confirmacdo objetiva para apoiar o diagndstico por meio de testes de funcdo
pulmonar e avaliagdes ndo invasivas de inflamagdo das vias aéreas usando 6xido nitrico
exalado (Saglani; Menzie-Gow, 2019).

O teste de funcdo pulmonar, que auxilia na identificacdo e quantificacdo de
anormalidades do sistema respiratorio pode incluir diversos estudos diferentes, comumente
espirometria com fluxo de volume, volume pulmonar e capacidade de difusdo do mondéxido
de carbono (Dempsey; Scanlon, 2018). O volume expiratério em 1 segundo (FEV1), avaliado
no exame de espirometria, é confiavel para o diagnostico de asma (Miller et al., 2005).
Quando sdo obtidas evidéncias de variabilidade excessiva na fungdo pulmonar expiratoria em
pacientes com sintomas respiratorios tipicos, ha fortes indicativos desta ser uma componente

essencial do diagndstico de asma (Gina, 2022). Em criangas maiores de 5 (cinco) anos de
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idade, o pico de fluxo expiratorio (PFE) e a espirometria sdo comumente usados para avaliar a
obstrucdo e a reversibilidade do fluxo aéreo (Martin; Townshed; Brodlie, 2022).

Com maior dificuldade de diagndstico comparado a criancas e adultos jovens, devido
a pior percepcdo da dispneia ou problemas na realizagdo de testes objetivos complexos, 0
diagndstico de asma em adultos idosos (idade maior que 65 anos) é estabelecido a partir da
historia clinica detalhada, exame fisico e testes de funcdo pulmonar (Nanda et al., 2020).

Diferente da asma, apesar de ter sintomas parecidos, a DPOC tem como caracteristicas
marcantes e importantes para diferenciar do diagndstico de asma: acometer adultos acima dos
40 anos de idade, causada por fumaga do cigarro ou polui¢do; pouca resposta aos [2-
adrenérgicos e aos glicocorticoides; sinais de enfisema pulmonar em exames radiograficos
(Yayan; Rasche, 2016).

2.3 SECRECAO DE MUCO E OBSTRUCAO DAS VIAS AEREAS

A répida secrecdo de muco € a primeira linha de defesa contra a grande quantidade de
irritantes que a inalacdo de ar traz para os pulmdes, tais como microbios, poeira, fuligem e
gases que danificam o epitélio das vias aéreas (Rogers, 2007). Por meio de interacbes dos
cilios com a camada de muco durante a propulsdo ciliar do muco, as vias aéreas saudaveis
detectam e mantém as concentracdes de muco (Anderson et al., 2015). Esse muco é eliminado
do pulméo pelos cilios e pelo fluxo de ar, incluindo bombeamento bifasico gés-liquido e
mecanismos dependentes da tosse, sendo que as taxas de transporte de muco dependem
fortemente da concentracdo 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 hidratacdo da camada de muco, em parte regulada pelos niveis extracelulares de
nucleotideos/nucleosideos, € um determinante importante da eficicia da depura¢do do muco,
mecanismo esse que protege o pulméo de inalados infecciosos e ndo-infecciosos (Anderson et
al., 2015). Uma depuracdo mucociliar eficiente, em pessoas saudaveis, ocorre com a
hidratagdo das superficies das vias aéreas devido a absorcdo epitelial de sodio (Na*) bem
equilibrada e secrecdo de anions cloreto (CI") (Boucher, 2019).

O muco das vias aéreas humanas é um hidrogel composto por aproximadamente 98%
de agua, 0,9% sal, 0,8% de proteinas globulares e 0,3% de polimeros de mucina de alto peso
molecular (Boucher, 2019). Mucinas sdo proteinas fortemente glicosiladas definidas pela
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presenca de repeticbes em tandem de sequéncias de aminoacidos ricos em serina e treonina,
aos quais estdo ligados grandes estruturas ramificadas de carboidratos (Widdicombe; WinE,
2015). As mucinas respiratérias majoritariamente secretadas sio MUC5AC e MUCSB, as
quais possuem uma organizacdo multimérica e alta concentragdo de carboidrato e sdo
principalmente regulados por dois genes adjacentes entre si no cromossomo 11p15.5 e
controlados pelo fator de crescimento epidérmico (EGF, do inglés, epidermal growth factor)
(Santus; Radovanovic; Chiumello, 2019).

A exocitose das mucinas secretadas € a etapa final em seu processamento intracelular,
resultando em sua liberacdo no limen das vias aéreas para interagir com agua e ions para
formar muco (Jaramillo et al., 2018). A secrecdo de mucinas, tanto em taxa basal quanto em
taxa alta estimulada, é regulada por segundos mensageiros que atuam na maquinaria exocitica
(Zhu et al., 2015). Essa maquinaria envolve o transporte do reticulo endoplasmatico, onde as
mucinas sdo sintetizadas, para o complexo de Golgi, onde ocorre glicosilagdo, processamento
e triagem poés-traducéo e, finalmente, do trans-Golgi para a superficie celular (Davis; Dickey,
2008). As células das glandulas mucosas liberam seus granulos de secrecdo 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 regido basolateral
(Widdicombe; Wine, 2015). Apb6s a estimulacdo por altos niveis desses agonistas
extracelulares, como ATP, acetilcolina ou histamina, a taxa de secrecdo de mucina das vias
aereas pode aumentar milhares de vezes (Jaramillo et al., 2018).

Quando em excesso, seja em quantidade ou densidade, o0 muco secretado para
transportar substancias inflamatorias ndo € adequadamente eliminado por acdo ciliar,
permanece nas vias aéreas e fornece os pré-requisitos para responsividade e obstrucdo do trato
respiratério, o que resulta no blogueio do fluxo de ar, fornece as condigdes ideais para a
colonizagdo microbiana e leva a uma diminuigdo da func¢do pulmonar (Ren et al., 2015; Wang
et al.,, 2019). Um passo fundamental na patogénese da doenca muco-obstrutiva é a
compressdo osmotica da camada de muco na superficie das vias aéreas com a formacéo de
placas e tampdes de muco aderentes, particularmente nas vias aéreas distais (Hill et al., 2022).
Devido a essa obstrucdo, caso persista essa falha na eliminacdo de muco, a tosse € o principal
mecanismo de ajuda, além disso andlises viscoelasticas fornecem informagdes sobre a eficacia
da tosse para compensar as ineficiéncias dependentes da concentragdo nos cilios e no

transporte de muco induzido pela respiracéo (Hill et al., 2014).
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Na asma, devido a forte atuacdo de mediadores inflamatérios, a hiperplasia e
metaplasia epiteliais das vias aéreas resultam em alteracbes na mucina armazenada e
secretada e na producdo de muco patologico, culminando em dificuldade do transporte do
muco e obstrucdo das vias aereas (Bonser; Erle, 2017). Multiplos mecanismos desarranjam as
vias de transporte de ions que normalmente hidratam o muco em doengas pulmonares muco-
obstrutivas, por exemplo, fibrose cistica (FC), DPOC, bronquiectasia ndo FC (NCFB) e
discinesia ciliar primaria (DCP) (Hill et al., 2022).

Como forma de reduzir essa obstrugdo, expectorantes, incluindo medicamentos
mucoativos, expectorantes estimuladores de ndusea, mucocinéticos, proteases e nucleases,
podem ser adotados como terapia (Zhang; Zhou, 2014). Da mesma forma, sdo racionais as
estratégias e terapias para limpar o muco aderente por meio de agentes hidratantes ou
mucoliticos (Hill et al., 2022).

Os medicamentos mucoativos sdo usados para promover a eliminacdo de muco e sao
categorizados de acordo com seus mecanismos e acdo (Rubin, 2015). Expectorantes
estimuladores de ndusea estimulam a mucosa gastrica e as células das glandulas respiratérias
a aumentar a secrecdo de escarro mais fino, facilitando assim sua expulsdo (Zhang; Zhou,
2014). Ja os mucocinéticos sdo medicamentos que aumentam o clearance mucociliar por acao
nos cilios, por aumentar a frequéncia de batimento ciliar (Rubin, 2007). No caso de proteases
e nucleases, a atividade mucolitica ocorre por meio da degradacdo de mucinas (Sanders et al.,
2007). Nessa linha, mucoliticos degradam estruturas do muco, tornando-0 menos espesso e
facilitando a sua eliminacdo por meio da tosse (Wilkinson et al., 2014). Por fim, a hidratagéo
do muco pode ser obtida por hidratacdo direta, como a administracdo de agentes osmoticos,
usando moduladores de canais, como no caso do gene regulador de condutancia
transmembrana (CFTR), ou obtida farmacologicamente, por acdo em outros canais ibnicos
nas células epiteliais das vias aéreas (Tildy; Rogers, 2015).

Além das vias cléssicas citadas acima, outras vias potenciais para a reducdo da
hipersecre¢do de muco estdo 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 direcéo, ha investigacfes do potencial do muco como biomarcador simples e

eficaz de doencas das vias aéreas que se correlacione com propriedades do muco, como
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concentracdo de solidos, viscosidade, elasticidade, difusividade e frequéncia de transporte
(Hill et al.,, 2014). Nesse sentido, outro importante meio para o0 estudo da atividade
expectorante é o fluido do lavado broncoalveolar, sobre o qual é possivel avaliar sua
concentracdo atraves do vermelho de fenol como indicador (Menezes et al., 2019).

A secrecdo traqueal de vermelho de fenol é um método simples de triagem de
compostos mucoativos em que apos a administracdo do vermelho de fenol por via
intraperitoneal, parte do indicador € secretado para o lumen traqueal, indicando o efeito

expectorante (Engler; Szelenyi, 1984).

2.4 REFLEXO DA TOSSE

O reflexo da tosse é um mecanismo de defesa fisiolégico que remove irritantes
inalados das vias aéreas (Svajdova; Buday; Brozmanova, 2019). Varios fatores ambientais e
do hospedeiro, como infeccdo respiratdria, poluentes atmosféricos, irritantes ocupacionais,
alérgenos, eosinofilos ou refluxo, podem sensibilizar e desencadear a tosse (Mcgovern et al.,
2018). Primeiro, a tosse envolve a inspiragdo para preparar os pulmdes com um volume de ar,
depois a obstrucdo das vias aéreas para aumentar a pressao por meio da contracdo do musculo
expiratorio contra a glote fechada e, por fim, a subsequente expulsdo de ar durante a qual a
glote se abre e ocorre o fluxo aéreo expiratorio de alta velocidade (Krohn et al., 2023).

A tosse induzida é diferenciada da tosse espontanea que ocorre na doenga porque,
embora ambas sejam induzidas por estimulos irritantes, a Gltima reflete a tosse de ocorréncia
natural na qual os gatilhos tussigenos podem ser endégenos (muco, refluxo ou inflamacéo),
exogenos (ar frio, perfume ou fumaca) ou talvez cognitivo (tosse voluntéaria), mas é
improvavel que seja homogéneo para todas as pessoas (Lee et al., 2021). Essa tosse pode ser
aguda ou cronica, como no caso da infec¢do por virus respiratérios (como o rinovirus ou 0
coronavirus 2 da sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2)), que sdo causas comuns
da tosse aguda e geralmente € autolimitada, porém a tosse pés-infecciosa pode persistir por
meses em alguns individuos (Chung et al., 2022). A tosse crbnica, caracterizada por ter uma
duracdo maior que oito semanas, € uma condi¢cdo comum na sindrome da tosse das vias aéreas
superiores, asma variante da tosse, refluxo gastroesofagico (DRGE) e bronquite eosinofilica
(Irwin et al., 2006).

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

levar a reflexos autonémicos (broncoespasmo, secregdes), vontade de tossir, e dispneéia
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desequilibradas e exageradas, como aqueles que envolvem inflamagéo, incluindo rinite,
bronquite, asma e DPOC (Mazzone; Undem, 2016). A maioria dos pacientes com tosse
crénica apresenta hipersensibilidade a tosse, caracterizada por aumento da responsividade
neural a uma variedade de estimulos que afetam as vias aéreas e 0s pulmdes e outros tecidos
inervados por suprimentos nervosos comuns (Chung et al., 2022).

Essa inervacdo que regula a tosse € constituida principalmente por fibras C
broncopulmonares ndo mielinizadas e um subconjunto de nervos sensoriais Ad mielinizados
mecanicamente sensiveis e reativos a acidez (Canning et al., 2014). Quando localizadas nas
grandes vias aéreas ou respondem com laténcia curta a estimulante quimico injetado
diretamente na artéria bronquica, as fibras C sdo denominadas “bronquicas” e acredita-se que
terminem em grande parte no intersticio pulmonar proximo aos capilares pulmonares (Pecova
et al., 2020). Uma fibra C é considerada uma fibra C pulmonar se responder a um estimulante
quimico com laténcia curta quando administrado por injecdo no atrio direito para a circulacdo
pulmonar (Mazzone; Undem, 2016).

A laténcia é definida como o periodo que leva do estimulo até o inicio da primeira
tosse (Ivan et al., 2016). Uma laténcia curta esta relacionada a um maior nimero de tosses,
uma vez que apds o estimulo nocivo detectado por receptores e canais i6nicos pode ocorrer
uma estimulacdo excessiva do reflexo normal da tosse (Zhuang et al., 2019; Morice et al.,
2020).

As fibras Ao surgem do ganglio nodoso, terminam nos bronquios extrapulmonares,
traqueia e laringe e podem gerar o reflexo de tosse quando estimuladas por particulas
aspiradas, secrecdes acumuladas e acidificacdo da mucosa ou aspiracdo de conteldo gastrico
(Canning et al., 2004; Chung et al., 2022). Algumas descobertas indiretas sugerem que as
fibras Ad sensiveis ao acido e insensiveis a capsaicina, chamadas “receptores da tosse”, sao
responsaveis pela tosse reflexa protetora e podem ser moduladas por meio de inflamagédo
impulsionada pelo sistema imunolégico (Foucaud et al., 2019). Esses nervos, por serem do
tipo mielinizados, conduzem potenciais de acdo em velocidades mais altas do que nervos néo
mielinizados, com aproximadamente 5 m/s (Mazzone; Undem, 2016).

Experimentos em modelos animais demonstram que a ativagdo do nervo sensorial das
vias aéreas resulta em um potencial de acéo sendo transportado ao longo do nervo vago para o
sistema nervoso central (SNC) por meio de projecdes para o nucleo do tronco cerebral do

trato solitario (NTS) e nucleo paratrigeminal (Mazzone; Mcgarvey, 2021). A tosse, entdo, €
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desencadeada pela deteccdo de um irritante por meio de projecdes vagais da laringe ou das
vias aéreas inferiores por meio do ganglio jugular para o nucleo paratrigeminal, ou dos
pulmdes ou vias aereas inferiores por meio do ganglio nodoso para o0 NTS (Krohn et al.,
2023).

A neurotransmissdo por neurénios aferentes vagais é mediada principalmente por
sinalizacdo glutamatérgica mediada por receptores ndo N-metil-D-aspartato (NMDA), mas
também por vias de sinalizacdo mediada por transmissores como por exemplo substancia P,
neurocinina A, acido y-aminobutirico (GABA) e ATP, os quais podem evocar reflexos de
tosse (Mutuolo, 2017). Também deve-se observar o envolvimento do calcio nos mecanismos
do reflexo da tosse, do sodio, da molécula de ATP, do canal de sodio sensivel a voltagem
(NaV), dos receptores de canais de potencial transiente (transient receptor potential - TRP),
sejam estes Ultimos 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, atraves dos canais da pannexina-1, o
ATP pode ser liberado, ativar os canais P2X3 e promover a despolarizacdo cumulativa de
magnitude suficiente pode desencadear a abertura dos NaVs expressos pelos nervos
sensoriais, levando a geracdo de um potencial de acdo transportado pelo nervo vago para o
sistema nervoso central (Mazzone; Mcgarvey, 2021; Makarenkova; Shah; Shestopalov, 2018).

Medicamentos neuromoduladores, como gabapentina, amitriptilina, pregabalina e
baclofeno, tém sido usados para tratar a tosse crénica neurogénica, abrindo a possibilidade de
investigacdo de vias alternativas envolvidas no tratamento da tosse (Giliberto; Cohen;
Misono, 2017). Ha estudos, por exemplo, demonstrando o importante papel da inibicdo da
geracdo de potencial de acdo mediada pela via gabaérgica pelos receptores do tipo A e B no
NTS na reducdo da tosse (Kotmanova et al., 2018).

A eficacia dos neuromoduladores, porém, apresenta limitagdes pois a tosse tende a
aparecer apos o tratamento, seja devido a remissdo espontanea das causas subjacentes a tosse
ou a etiologia subjacente ndo ter sido eliminada (Zhang, 2023).

A codeina, um dos medicamentos mais populares para o controle da tosse, continua a
ser indispensavel, mas controverso devido aos seus efeitos adversos, incluindo depressao

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

Podendo ser classificado de acordo com suas propriedades contrateis em tonico ou
fasico, diferindo ai no tempo de manutencdo da contracdo, ambos compartilham as mesmas
vias de sinalizagdo e regulagio (Alvarez-Santos et al., 2020). No entanto, o mdsculo liso das
vias aéreas torna-se tbnico apds o nascimento porque ndo gera contracdes espontaneas (Wang
etal., 2019).

O mdasculo liso das vias aéreas tem papel central na patogénese 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 musculo liso brénquico, uma
caracteristica do remodelamento das vias aéreas na asma grave, esta associado a resisténcia ao
tratamento e mau prognéstico (Girodet et al., 2015). Pequenas moléculas que visem
diretamente as principais vias de sinalizacdo implicadas na contragdo e proliferacdo de células
do masculo liso podem ser uma oportunidade terapéutica interessante (Hassoun et al., 2022).

A disposi¢cdo do musculo liso das vias aérea ocorre da seguinte forma: ao longo da
extremidade posterior da traqueia e dos bronquios principais, conectando os segmentos de
anéis de cartilagem em forma de “U”; nos bronquios de tamanho médio, entre as placas
cartilaginosas e o epitélio; entrelacados como espirais que forma uma malha que fica entre a
cartilagem e o epitélio; nos bronquiolos, entre o tecido adventicio e o epitélio (Martin et al.,
2022). As células musculares lisas se conectam a matriz extracelular nas juncdes de adesédo a
membrana que fornecem acoplamento mecénico entre as células musculares lisas dentro do
tecido e que detectam sinais ambientais locais e os transduzem para vias de sinalizagdo
citoplasmatica e nuclear (Zhang; Wu; Gunst, 2023).

A elastase neutrofilica, por exemplo, secretada por neutréfilos e macrofagos durante a
inflamacdo, por degradar varios componentes da matriz extracelular, pode provocar hiper-
reatividade das vias aéreas (Lockett; Wu; Gunst, 2018). Evidéncias sugerem que as alteracdes
nas propriedades contrateis e mecéanicas do mdasculo liso das vias aéreas causadas por
perturbagcbes mecanicas resultam em mudangas na organizacdo do citoesqueleto da célula
muscular lisa (Zhang; Gunst, 2019).

Neste sentido, caracteristicas relacionadas ao musculo liso das vias aéreas como
aumento do espessamento, remodelamento e estreitamento excessivo e variavel das vias

aéreas sdo importantes na busca por estratégias e terapias que visem reduzir os efeitos da
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condicdo asmatica (Wang et al., 2020). Uma reducédo na eosinofilia das vias aéreas, por si so,
é insuficiente para explicar a diminuicdo da massa do masculo liso clinicamente observada
sem uma reducdo concomitante no recrutamento de células musculares lisas ou de seus
precursores (Saunders, 2019). Evidéncias crescentes mostram que 0 receptor de
prostaglandina D2 é expresso ndo s6 em células estruturais e inflamatorias, mas também em
células musculares lisas, sendo que o seu antagonismo tem efeito significativo na reducéo da
massa muscular lisa das vias aéreas (Chen et al., 2021; Domingo et al., 2018). Outra via
interessante com papel importante na remodelacdo é a via de sinalizagdo Rho/ROCK, em
parte por meio da regulacdo da proliferagdo e diferenciagdo de células musculares lisas das
vias aéreas, que pode estar conectado com fatores de cotranscricao relacionados a miocardina,
um fator chave para o crescimento muscular (Yang; Shi, 2021).

Em resumo, € importante destacar que ndo sé o masculo 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 angiogénese (Hsieh; Assadinia; Hackett, 2023).

O aumento de massa muscular piora o efeito da broncoconstrigdo (Martin et al., 2022).
A elevacdo do calcio intracelular desencadeia a contragdo do musculo liso, a qual pode ser
induzida por diversos fatores (Wicher et al., 2021). Na traqueia, ha receptores muscarinicos
M3 acoplados a proteina Ggq que sdo estimulados por acetilcolina, liberada de nervos
parassimpatico ou por administracdo exdgena 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 liberacdo de calcio do estoque intracelular apds a
interacdo do IP3 com o seu receptor no reticulo sarcoplasmatico (Kuo; Ehrlich, 2015). O
DAG ativa a proteina cinase C (PKC), que fosforila Cpi-17, um inibidor da proteina fosfatase
1, para inibir a fosfatase da cadeia leve da miosina e favorecer a contracdo (Camoretti-
Mercado; Lockey, 2021). Com essa elevacdo do calcio intracelular, que também ocorre
devido & entrada do célcio extracelular decorrente da ativacdo promovida pelo DAG em
canais de calcio operados por receptor, ocorre a ativacdo da cinase da cadeia leve da miosina
(MLCK) levando a contragdo do musculo liso (Croisier et al., 2015). A bomba de célcio-
ATPase do reticulo sarcoplasméatico (SERCA) tem funcdo de recarregar estoques de célcio

intracelular de volta para reticulo sarcoplasmético (Selng; Sumbayev; Gibbs, 2022).
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Além da ativacdo pelo sistema nervoso, os agonistas enddgenos que estimulam a
liberacdo de Ca®* incluem autocoides como histamina e serotonina, mediadores lipidicos
como cisteinil leucotrienos C4, D4 e E4, prostandides como prostaglandinas D2, F2a e
tromboxano A2 (Lam; Lamanna; Bourke, 2019). Metacolina, um B-metil andlogo a
acetilcolina com duracéo longa de agéo, e carbacol, sdo duas drogas que mimetizam, s&o mais
estaveis in vivo do que a acetilcolina e sdo usadas para estudar a broncoconstri¢do (Martin et
al., 2022; Jude, 2019).

Apo6s o aumento da concentracdo do célcio intracelular no meio citosélico em
respostas a estimulos broncoconstritores, ocorre o acoplamento do calcio a calmodulina
(CaM) e ativacdo da MLCK, que fosforila o residuo serina-19 da subunidade da cadeia leve
da miosina (MLC20) do musculo liso para induzir uma mudanca conformacional na miosina e
causa a formacdo e contracdo de ponte cruzada da actomiosina, levando a contracdo das
células musculares lisas (Hassoun et al., 2022; Camoretti-Mercado; Lockey, 2021). De modo
a manter um equilibrio com a MLCK, nesse processo de controle ha também a fosfatase da
cadeia leve da miosina (MLCP), um regulador chave da contracdo e que ndo depende do
célcio para sua ativacio (Alvarez-Santos et al., 2020).

A capacidade de resposta do musculo liso das vias aéreas, opondo-se ao estreitamento
das vias aéreas, pode ser diminuida por meio da respiracdo normal, inspiracdo profunda e
administragdo de [P, agonistas (Camoretti-Mercado; Lockey, 2021). O agonismo
farmacoldgico do receptor B, adrenérgico (P.AR), acoplado a proteina Gs, induz a
broncodilatacdo pela ativagdo da enzima adenilil ciclase, que tem a funcdo de catalisar a
conversdo de ATP para gerar o segundo mensageiro adenosina monofosfato ciclico (AMPc),
que, por sua vez, medeia a ativacdo da proteina cinase A (PKA) (Ostrom et al., 2022; Harford
et al., 2021). Esta proteina € a principal responsavel pelo relaxamento do musculo liso das
vias aéreas e atua por meio da fosforilagdo do canal de potéssio sensivel a voltagem (Kv), um
importante regulador da excitabilidade elétrica da célula muscular lisa, fosforilacdo do canal
de potéssio sensivel ao calcio (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 musculo liso das vias aéreas ocorre nos primeiros 3
segundos de uma duracdo total de 10 segundos de contracdo e, quando sensibilizado, o tempo

de encurtamento é aumentado e a contracdo é totalmente concluida em 3 segundos
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(Camoretti-Mercado; Lockey, 2021). Ndo s6 na asma, mas em outras patologias, 0 musculo
liso desempenha papel importante devido a alteracfes na contracdo, como hipercontratilidade
e a hiperresponsividade (Alvarez-Santos et al., 2020).

Assim, em razdo dessa importancia e dos diversos mecanismos e vias relacionados ao
masculo liso das vias aéreas, mais investigacGes sdo necessarias a fim de encontrar novos
alvos e terapias para o tratamento de doencas respiratdrias, como a asma (Prakash, 2016;
Koziol-White; Pabettieri, 2019).

2.6 ATIVIDADE FARMACOLOGICA DE MONOTERPENOS NO TRATAMENTO DE
DOENCAS RESPIRATORIAS

Os terpenoides, também conhecidos como isoprenoides, sdo uma familia de produtos
naturais, principalmente metabdlitos secundarios de plantas medicinais, compreendendo uma
diversidade de estruturas que séo classificadas com base na organizacdo e nimero de unidades
de isopreno (CsHg) (Ludwiczuk; Skalicka-Wozniak; Georgiev, 2017). Em geral, vias
bioquimicas distintas fornecem intermediarios metaboélicos para a sintese de monoterpenos
(C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) e
(Bergan; Davis; Phillips, 2019).

Os monoterpenos sdo compostos com uma estrutura de 10 carbonos correspondente a
duas unidades de isopreno e podem ser divididos em compostos aciclicos, monociclicos,
biciclicos e irregulares (Yao; Liu, 2023; Sousa; Mendes, 2022). Esses compostos volateis sdo
0s principais responsaveis pelo aroma caracteristico dos Oleos essenciais e considerados
marcadores quimicos interessantes para a caracterizacdo de plantas medicinais (Lunz,
Stappen, 2021; Dehsheikh et al., 2020). Os 6leos essenciais sdo uma classe de metabolitos
obtidos pela destilacdo de material vegetal para obtencdo de um extrato hidrofobico volatil
(Bahr et al., 2019).

Estudos mostram que tanto 0os monoterpenos naturais quanto seus derivados sintéticos
sdo dotados de varias propriedades farmacoldgicas, incluindo atividades antiflungica,
antibacteriana, antioxidante, anticancerigena, antiarritmica, antiagregante, anestésica local,
antinociceptiva, anti-inflamatoria, anti-histaminica e antiespasmodica (Koziol et al., 2014).

Outros exemplos das atividades farmacoldgicas dos monoterpenos, incluem a
atividade do 1,8-cineol, conhecido por ter propriedades anti-inflamatéria e antibacteriana, na

prevencdo de edema cerebral em modelos de maléria severa; linalol, geraniol, geraniol,
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limoneno, na modulacdo do perfil lipidico sanguineo, protegendo contra a aterosclerose;
efeito do a-pineno contra infeccdo por taquizoitos de Toxoplasma gondii; efeito analgésico do
mentol ao bloquear canais de sédio e influxo de calcio; efeito do nerolidol na modulacao da
quimiotaxia de neutréfilos; efeito atenuante da hiperalgesia da canfora em dor neuropatica
(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 doencas que acometem as vias aéreas, pode-se destacar a acdo da carvona na
reducdo da inflamacédo das vias aéreas mediada por IgE, efeito mucolitico e anti-inflamatorio
do 1,8-cienol ao induzir o fator 3 de regulacéo 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 inflamacdo e a reatividade das vias aéreas por meio da
ativacdo de receptores de adenosina em modelo de asma usando camundongos (Patel et al.,
2020).

Assim, é importante destacar que 0s monoterpenos tém sido investigados como
potenciais compostos para o tratamento de doencas das vias aéreas, a exemplo da asma, da
doenca pulmonar obstrutiva crbnica e de sintomas respiratorios associados, como tosse,
hipersensibilidade das vias aéreas ou obstrucdo por hipersecrecdo de muco (Games et al.,
2016; Caceres et al., 2017).

2.7 PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS DO MIRCENO

O B-mirceno (C1oH16) € uma molécula lipofilica da classe dos monoterpenos (Figura
1) encontrado em OGleos essenciais e que ocorre como constituinte em muitas plantas,
incluindo lapulo, cannabis, Schinopsis brasiliensis, Cymbopogon citratus, Rosmarinus
officinalis, Mangifera indica L., dentre outras plantas (Li et al., 2017; Surendran et al., 2021).
Usado na indudstria de alimentos e bebidas como aditivo alimentar ou de fragrancias como
agente aromatizante ou aditivo, o mirceno também demonstra ter relevantes efeitos
farmacoldgicos como propriedades antioxidante, antitumoral, antinociceptiva e anti-
inflamatdria (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.
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A figura ilustra a estrutura molecular do mirceno.
Fonte: Préprio autor.

Estudos mostram que o mirceno pode reduzir a nocicep¢do produzida por estimulos
térmicos e mecéanicos nocivos, bem como reduzir a inflamacéo aguda (Mcdougall; Mckenna,
2022). O provavel mecanismo de acdo para a atividade analgésica do mirceno esta
relacionado ao canal TRPV1 que, quando ocupado de forma eficaz pelo mirceno, pode ser
dessensibilizado (Jansem et al., 2019). Sabe-se também, que TRPV1 esta presente em muitos
tipos de células inflamatérias, incluindo mastécitos, macréfagos, células T CD4+, e que a sua
modulacdo pode ser benéfica na atenuacdo da lesdo epitelial das vias aéreas (Baker et al.,
2016).

O tratamento com mirceno reduziu significativamente os niveis de citocinas pro-
inflamatorias (TNFa, IL-6, IL-1B) e metaloprotease-9 da matriz (MMP-9) em modelos
animais para neurodegeneracdo dopaminérgica (Azimullah et al., 2023). Em investigacdo de
efeito in vitro em modelo de osteoartrite, mirceno teve propriedades anti-inflamatorias e
anticatabdlicas significativas, sugerindo que pode ser Gtil para interromper ou, pelo menos,
retardar a destruicdo da cartilagem e a progressdo da osteoartrite (Rufino et al., 2015).

Deste modo, uma vez que o B-mirceno possui propriedades farmacoldgicas envolvidas
com o processo de inflamacédo, contracdo do musculo liso e nocicepcdo, este monoterpeno
mostra-se como potencial agente antiasmatico, o que torna relevante seu estudo em modelos
animais (Du et al., 2020).

2.8 APLICACAO DA NANOTECNOLOGIA PARA O TRATAMENTO DE DOENCAS
RESPIRATORIAS

As propriedades fisico-quimicas das drogas usadas no tratamento de doencas
pulmonares associadas a inflamagdo (asma, DPOC, fibrose pulmonar) desempenham um

papel importante na determinacdo da eficacia das formulac6es (Loo; Lee, 2022). O sucesso de
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compostos derivados de plantas medicinais ou microrganismos usados como agentes
terapéuticos, em parte, é prejudicado devido a caracteristicas como baixa solubilidade e
estabilidade, reduzida biodisponibilidade e indice terapéutico (Watkins et al., 2015).

Assim, para contornar os problemas que limitam a eficacia dos tratamentos
convencionais e melhorar a entrega de farmacos, nanoformulacdes, que séo aplicacbes da
nanotecnologia, tem emergido como potencial tecnologia para aplicacdo na satde (Pandey;
Kohli, 2020).

O uso da nanotecnologia, que pode ser definida como a aplicagdo de nanomateriais ou
interacdes 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 ho campo da liberacédo de
farmacos (Watkins et al., 2015). A nanotecnologia oferece varios beneficios no tratamento de
doengas humanas por meio de sistemas de entrega de medicamentos de forma precisa e
especifica para o local e orientados para o alvo ou sitio de acdo (Patra et al., 2018). Esses
sistemas de entrega podem melhorar significativamente o direcionamento, reduzir a
toxicidade e melhorar a biodisponibilidade dos farmacos (Zuo et al., 2022).

Estudos sobre os métodos e formulacBes baseadas em nanotecnologia para
administracdo de medicamentos no tratamento de condigdes crénicas das vias aéreas foram
realizados tanto em modelos pré-clinicos, como em desenvolvimento clinico e translacional
(Vij, 2020). Essas tecnologias incluem nanocarreadores do tipo nanolipossomas,
nanoparticulas, dendrimeros, quantum dots, nanoemulsGes e nanosuspensdes (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 farmacos, as nanoemulsdes sdo consideradas
adequadas para principios ativos de 6leos essenciais devido a sua fécil preparagdo, boa
estabilidade, alta &rea superficial, baixo custo de producdo e potencial de produgdo em escala
industrial para aplicacBes farmacoldgicas e biolégicas (GUPTA et al., 2016). Estudo com
nanoparticulas de poli (etilenoglicol)-poli (acido lactico-co-glicélico) encapsuladas em [3-
mirceno, [B-cariofileno e nerolidol demonstra ser uma terapéutica promissora para um
tratamento mais eficaz da dor devido a atividade em TRPV1 (El-Hammadi et al., 2022).

As nanoemulsbes sdo dispersdes coloidais termodinamicamente instaveis que
consistem em pelo menos dois liquidos imisciveis (6leo e dgua), bem como estabilizadores,

incluindo emulsificantes, modificadores de textura, inibidores de amadurecimento e agentes
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de peso (Ozogul et al., 2022). Elas tém atraido significativamente a atencdo na area de
alimentos devido ao potencial de aumentar a funcionalidade dos compostos bioativos nelas
contidos (Liu et al., 2019). Além disso, devido as suas propriedades como boa
biodisponibilidade, estabilidade e baixa toxicidade, as nanoemulsdes também tém sido
aplicadas na fabricacdo de medicamentos (Suresh et al., 2022; Nadja et al., 2022).

O uso de nanoemulsdes como carreadoras de drogas no tratamento de doencas das vias
aereas tem mostrado resultados satisfatorios, como no caso da nannoemulséo contendo 0Oleo
de pequi (Caryocar brasiliense Cambess), que aumentou as propriedades anti-inflamatorias
do 6leo e melhorou a lesdo pulmonar induzida por LPS em camundongos (De Sa Coutinho et
al., 2020). Em modelos de rinite alérgica induzida por ovalbumina em coelhos, a
administracdo nasal de nanoemulsao contendo loratadina e sulpirida teve um potente efeito no
controle dos sintomas de rinite alérgica (Mohamad et al., 2021).

Formulagbes nanoemulsionadas contendo compostos naturais também demonstram
melhorar o efeito terapéutico, como no caso da isoliquiritigenina, um flavonoide que, na
forma de nanoemulsdo apresentou biodisponibilidade e efeito antiasmatico significativamente
melhorados ou no caso da nanoemulsdo contendo o monoterpeno carvacrol que reduziu 0s
niveis das citocinas inflamatorias IL-2, IL-17 e IFN-y (Dantas et al., 2021; Cao et al., 2020).

O desenvolvimento, caracterizacdo e estudos farmacol6gicos de nanoemulsbes
contendo monoterpenos tém demonstrado diversas aplicacGes tecnoldgicas e terapéuticas,
compreendendo a atividade antimicrobiana contra patégenos nos alimentos, imunoregulatoria,
doencas infecciosas (Felicio et al., 2021; Dantas et al., 2021; Lima et al., 2021; Xavier et al.,
2022).

3. METODOLOGIA

3.1 DESENVOLVIMENTO DE FORMULACOES EMULSIONADAS CONTENDO
MONOTERPENOS

O monoterpeno B-mirceno (CioHie, Sigma-Aldrich®, St.Louis, EUA) incorporado nas
formulagGes emulsionadas foi adquirido comercialmente. As nanoemulsées contendo [-
mirceno foram preparadas usando o método de emulsificacdo espontanea descrito por Lima et
al. (2021) (Figura 2). A emulsificacdo espontanea foi realizada pela adicdo de uma fase

orgénica consistindo em oleo triglicerideo de cadeia média (MCT, Brasquim, Brasil), B-
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mirceno e sorbitano monoleato de polioxietileno-20 (Sigma-Aldrich®, St.Louis, EUA), para
uma fase aquosa (solucdo tampao de fosfato pH 7,4) sob agitacdo magnética (200 RPM) e
temperatura ambiente mantida constante durante todo o processo. A fase aquosa, composta
por agua ultrapura, foi adicionada gota-a-gota na fase oleosa contendo o lipidio e tensoativos

em temperatura e agitacdo magnética constantes.

Figura 2 - Preparagdo das formulagdes nanoemulsionadas.

i\ »
/
MCT + surfactantes + MC Fase aquosa
PBS (pH 7,4)

Agitagao da fase

’W‘ organica a 200 :(;’lilgés‘; ':2 ff::

RPM

organica

Os gréficos representam a preparagdo das formulagGes de nanoemulsdo contendo mirceno. MCT, Triglicerideos
de cadeia média; MC, mirceno; PBS, tampao fosfato.
Fonte: Préprio autor.

Primordialmente, diferentes proporcGes entre as fases e as misturas de tensoativos
foram avaliadas para definir a formulacdo mais adequada, de modo a resultar na composicédo
final (% em peso) de cinco formulacdes iniciais. Desta forma, as proporcdes em peso de 6leo
para mirceno e 6leo para tensoativo foram mantidas constantes em 1,0 e 2,0, respectivamente.
A proporcédo de tensoativo:6leo:agua foi fixada em 10:10:80 (% de peso), respectivamente, e
para as formulacdes F1, F3 e F5, as combinacfes de tensoativos foram mantidas a HBL12
(Tabela 1). As formulacdes foram preparadas em triplicata (n=15) e armazenadas a 4,0 £ 2,0
°C. A nanoemulsdo vazia (formulacdo F5) foi obtida a partir da fase organica composta
apenas com oOleo transportador (MCT) e tensoativos, utilizando o mesmo procedimento de

preparacdo de emulsificacdo espontanea.

Tabela 1: Composicdo em percentual de peso de formulagdes 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: Solugdo tampdo de
fosfato 10 mM pH 7,4.

Fonte: Préprio autor.

3.1.1 Determinag&o do tamanho e do Indice de polidisperséo das goticulas

O indice de polidispersdo (IPd) e o didmetro hidrodindmico das goticulas das
formulacBes de NE foram determinados por espectroscopia de correlagdo de fotons (PCS) a
25 °C e angulo de espalhamento de 173° (Zetasizer® Nano ZS, Malvern PCS Instruments,
Reino Unido). Todas as amostras foram diluidas (1/100) com &gua ultrapurificada. Foram
registrados os valores da média £ EPM de triplicatas diferentes de cada disperséo coloidal.

3.2 MODELO ANIMAL E ASPECTOS ETICOS

Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal do Vale do S&o Francisco (CEUA-UNIVASF), registrado com o N° 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 0s ensaios de
avaliacdo atividade espasmolitica in vitro em musculo 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 antitussigena,
expectorante e antiasmatica. Todos os animais foram providos pelo Biotério Central da
UNIVASF, mantidos em caixas adequadas, com ciclo claro escuro de 12 horas e agua e racdo

ad libitum.

3.3 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DA NANOEMULSAO CONTENDO
MIRCENO

A avaliacdo da toxicidade aguda pré-clinica foi realizada de acordo com a
Organization for Economic Co-operation and Development (OECD, 2001). Camundongos
fémeas foram divididos em dois grupos (n=3), sendo que o0 grupo controle negativo recebeu
solucgéo salina NaCl 0,09% (0,1 mL/10 g, por via oral) e o grupo tratado com a nanoemulséo
contendo mirceno, que recebeu uma Unica 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 verificacdo da ocorréncia de Obitos e dos
parametros presentes na tabela de Malone, a qual permite avaliar os seguintes parametros:
acOes estimulantes do SNC: cogar o focinho, convulséo clénica e tdnica, exoftalmia, aumento
da frequéncia respiratoria, lamber patas, morder cauda, aumento da motilidade, movimentos
estereotipados, piloerecdo, tremores finos e grosseiros. Relacionados as a¢bes depressoras do
SNC foram observados em relacédo a: alienacdo ao meio, analgesia (por compressao da cauda
do animal), anestesia (puxando o pélo e suspendendo o animal), ataxia, diminuicdo da
apreensdo da pata, catatonia, dispnéia, exoftalmia, diminuicdo da frequéncia respiratoria,
diminuicdo da motilidade, diminuicdo do reflexo corneano, tonus dorsal, ptose palpebral e
sedacdo. Outros parametros também foram observados, como: agressividade, contorgéo,
coloracdo da urina, diametro da pupila, diarreia, erecdo da cauda, fasciculacfes, grunhidos,
aumento ou diminuicdo da micgdo, midriase, orelha (ciandtica, hiperémica ou palida),
passividade, reacdo de fuga, sialorreia, tremor da cauda, lacrimejamento, sudorese, coma e

morte.
3.4 ANALISE 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 solucdo salina, mirceno (MC), nanoemulsdo
contendo mirceno (NEMC) (75 mg/kg, p.o.), ou diazepam (5 mg/kg, i.p., Santisa, Brasil).
Trinta minutos apds o tratamento, cada rato foi colocado no centro da area de campo aberto e
deixado a explora-la durante 5 minutos. Durante esta sessdo, foram avaliadas as seguintes
variaveis: nimero de cruzamentos, tempo de imobilidade (animal parado), e comportamentos
de levantar-se (rearing) ou de limpeza (grooming). Apds cada sessdo, foi relizada a limpeza

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

3.4.2 Teste de Rotarod

O teste de rotarod foi utilizado para avaliar a coordenacdo motora e o potencial de
relaxamento muscular. Neste teste, os animais foram pré-selecionados durante uma sessdo 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 pre-selecionados foram tratados com solucdo salina (NaCl

0,9%, p/v, Anidrol®, Brasil), mirceno (MC), nanoemulsdo contendo mirceno (NEMC) (75
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mg/kg, p.o.) ou diazepam (5 mg/kg, i.p.). Trinta minutos ap6s a administragdo do tratamento,
0s animais foram colocados sobre a barra com as quatro patas em contato com a sua
superficie. O teste terminava se 0 animal sofresse trés quedas, e 0 tempo passado na barra era
registrado e avaliado durante um periodo de 3 minutos em intervalos de 30, 60 e 120 minutos
apos a administracao do tratamento (Dunham; Miya, 1957; Tarantino et al., 2000).

3.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ESPASMOLITICA EM MUSCULO LISO DE
TRAQUEIA ISOLADA DE RATOS

Os ratos foram eutanasiados por meio de guilhotina especifica para a traqueia retirada
e apos limpeza de todo o tecido conjuntivo e adiposo, o érgdo foi dividido em segmentos
contendo 4 a 5 anéis cartilaginosos, que foram suspensos individualmente em cubas de vidro,
com o auxilio de hastes de aco inoxidavel conectadas a transdutores de forca através de linhas
de algodéo.

Os tecidos foram deixados em repouso por 60 minutos, sob uma tensdo de 1 gF a 37°C
e aeracdo constante com mistura carbogénica (95% O, e 5% CO,), sendo a solucédo de Krebs
substituida a cada 15 minutos. Apds o periodo de estabilizacdo uma primeira contracao foi
induzida pela adicio a cuba de 1 pM de carbacol (CCh, C;H15NgO,", Sigma-Aldrich®,
St.Louis, EUA), sendo a solucdo nutritiva do 6rgdo substituida apds atingir a contracdo

méaxima e apos 15 minutos de repouso (Figura 3).

Figura 3 - Preparacdo do experimento de atividade espasmolitica.

A figura ilustra a preparacao para o experimento de atividade espasmolitica.
Fonte: Proprio autor.

Ap0s o tecido estar estabilizado, uma segunda contracdo foi induzida com 1 uM de
CCh ou 60 mM de KCI. Durante o componente ténico da contracdo foi adicionado

individualmente o B-mirceno ou sua nanoemulséo, de maneira cumulativa e em concentragdes
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crescentes (107 a 3x10™ M). Foi investigado também o efeito de MC ou NEMC sobre o tonus
basal, sem a presenca de agente contracturante, do musculo liso. Os relaxamentos foram
expressos como a percentagem reversa da tensdo maxima obtida pela adicdo de CCh ou KClI
(Alphatec®, Brasil) & cuba, onde o relaxamento maximo foi obtido quando a tenséo registrada

foi reduzida aos niveis basais.
3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUSSIGENA EM CAMUNDONGOS

Os animais foram divididos em 9 grupos com n=7 (sete) animais cada: controle
positivo (CP) - Codeina (30 mg/kg — via oral); controles negativos (CN) - solucéo salina NaCl
0,9%, nanoemulséo vazia, mirceno (MC) 8,5, 25 ou 75 mg/kg administrados por via oral, bem
como outros trés grupos para as doses relativas a sua nanoemulsdo contendo o mirceno. As
doses do mirceno foram estabelecidas conforme estudo prévio demonstrando efeito
farmacoldgico da dose intermediaria 25 mg/kg nas vias aéreas (Du et al., 2020).

A avaliagdo da atividade antitussigena foi realizada conforme protocolo experimental
adaptado de Tanaka e Maruyama (2005). Cada animal, individualmente, foi colocado em uma
camara de vidro com volume de 500 mL. Nesta, o animal foi exposto a uma solucao de acido
citrico 0,4 M aerossolizada por nebulizador pneumatico Pulmonar Plus (Soniclear Ltda., Sao
Paulo, Brasil) durante um periodo de 3 (trés) minutos. Durante este tempo, dois parametros
foram avaliados: laténcia da tosse — periodo que corresponde ao inicio da exposicao ao acido
citrico até o aparecimento da primeira tosse; e frequéncia de tosse — nimero de tosses que o

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

Figura 4 - Protocolo do modelo de tosse em camundongos.

. Triagem Inducgdo de tosse
Acido citrico 0,4 M nebulizado Acido citrico 0,4 M nebulizado
N° detosse=24e 20 <

DIA 01 f Dia 02

Tratamentos 30 min antes da
inducao da tosse.

A figura ilustra o protocolo experimental do modelo de tosse em camundongos.
Fonte: Proprio autor.

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

foi observado e quantificado. Ap6s 23 horas e 30 minutos da primeira exposi¢do ao acido
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citrico 0,4 M, os animais foram tratados nos respectivos grupos e, apdés mais 30 minutos,
foram submetidos a uma segunda exposicao a solucdo tussigena ja descrita, sendo observadas
as variaveis laténcia e frequéncia de tosse. Os dados foram apresentados como a porcentagem
da frequéncia de tosses de cada animal, considerando a tosse controle (Tc) e a tosse ap0s 0
tratamento (Tt), conforme equacdo abaixo (Menezes et al., 2022).

Equacdo (2): % TOSSE= (Tt/Tc)x100

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

acido citrico

O mecanismo de acdo envolvendo os receptores opioides foi investigado com a
utilizagdo da naloxona 0,4 mg/kg (Hypolabor, Brasil), um antagonista de receptor p-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
administracdo por via oral. Ap6s 30 minutos dessa administracdo os animais foram expostos

ao &cido citrico 0,4 M para avaliacéo da tosse.

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

acido citrico

O mecanismo de acdo envolvendo a via gabaérgica foi investigado com a utilizacdo do
flumazenil (Unido Quimica, Brasil), um antagonista de receptor de benzodiazepinicos, que foi
administrado por via intraperitoneal 15 minutos apds a administracdo 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 administragdo por via oral.

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

por &cido citrico

O mecanismo de a¢do envolvendo os canais para potassio sensiveis ao ATP (canal
K.)foi investigado com a utilizacdo da glibenclamida 10 mg/kg, um bloqueador de canais
K. 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 administracdo das drogas por via

oral.

3.6.4 Avaliacdo do efeito do tetraetilamonio no efeito do mirceno sobre a tosse induzida

por &cido citrico

O mecanismo de acdo envolvendo os canais para potassio sensiveis ao célcio (canal
BK.) foi investigado com a utilizacdo do tetraetilamonio 8 mg/kg, um blogueador de canais
BK., 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 - tetraetilamdnio 8 mg/kg (Sigma-Aldrich®,
St.Louis, EUA) + mirceno 25 mg/kg. Os tratamentos com salina ou mirceno tiveram a

administracao das drogas por via oral.

3.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUSSIGENA DO MIRCENO ADMINISTRADO
POR VIA INALATORIA

A atividade antitussigena foi investigada conforme o protocolo descrito anteriormente.
No entanto, a administracdo dos controles ou do mirceno foi por via inalatéria por meio de um
nebulizador, no qual cada camundongo, individualmente, foi colocado em camara 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 distribuidos nos seguintes grupos:
Controle positivo (CP) - ambroxol 7,5 mg/mL (Prati Donaduzzi, Brasil); Controle negativo
(CN) - solucdo salina de NaCl 0,9%; mirceno nas doses 0,85, 2,5 ou 7,5 mg/mL;

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

3.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE EXPECTORANTE EM CAMUNDONGOS

A avaliacdo da atividade expectorante foi realizada por meio do modelo de
quantificacdo 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 adaptacdo no local de experimentacdo, no qual tiveram agua e racao a 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) —
solucéo salina de NaCl 0,9%; mirceno nas doses 8,5, 25 ou 75 mg/kg; nanoemulsdo contendo
mirceno nas doses 8,5, 25 ou 75 mg/kg.

Os animais foram pré-tratados via oral ap6s o periodo de jejum, de acordo com 0s
grupos correspondentes. Apds 30 minutos do tratamento, houve administragdo de suspensao
de vermelho de fenol (500 mg/kg — 12,5 mg/mL) por via intraperitoneal. Em seguida, apds
um periodo de 30 minutos, os animais foram com dose letal de tiopental sédico 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 pL foram postos em
recipiente para rotacdo a 2500 rpm por 10 minutos; 500 pL do sobrenadante foram
transferidos para outro recipiente, no qual foram adicionados 50 pL de hidoxido de sédio
(NaOH 0,1 M) (Figura 5).

Figura 5 - Protocolo de atividade expectorante em camundongos.

1h 30min 30min
{_l_‘ A
i: [ 1
Jejum Tratamentos

LBA - 500 puL db
sobrenadante + 50 plL
de hidoxido de sodio
(NaOH 0,1 M);

[VF] - densidade dtica
em A565 nm, (ug/L). /

A figura ilustra o protocolo de atividade expectorante em camundongos.
Fonte: Proprio autor.

A concentragdo do vermelho de fenol foi mensurada em Espectrofotometro UV-VIS
por densidade dptica em comprimento de onda de 565 nm e os resultados foram expressos em
pg/L. O parametro de linearidade da espectrofotometria foi avaliado medindo-se a relacéo
entre a absorbéancia e a concentracdo de vermelho de fenol, onde Y € a absorbancia (AU) e X
é a concentracdo (g/mL) de vermelho de fenol (Menezes et al., 2019). A linha de regressédo
da resposta espectrofotométrica foi obtida como a equacéo abaixo (Dong et al., 2022).
Equacdo (1): Y=0,174x + 0,0168 (R?=0,999).
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3.8.1 Avaliagdo da via do cotransportador Na'-K*-CI" (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 Avaliacédo da via colinérgica no efeito expectorante do mirceno

A via colinérgica foi investigada utilizando atropina 1 mg/kg, um anticolinérgico ndo
especifico, 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 Avaliacdo 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 Avaliacdo do envolvimento de mediadores inflamatoérios no efeito expectorante do

mirceno

O envolvimento das ciclo-oxigenases no efeito expetorante do mirceno foi investigado
utilizando indometacina 8 mg/kg, um inibidor ndo especifico 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 AVALIACAO DA ATIVIDADE EXPECTORANTE DO MIRCENO ADMINISTRADO
POR VIA INALATORIA

A atividade expectorante foi investigada conforme o protocolo descrito anteriormente.

No entanto, a administracdo dos controles e do mirceno foi por via inalatéria por meio de um
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nebulizador, no qual cada camundongo, individualmente, foi colocado em camara 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 distribuidos nos seguintes grupos:
Controle positivo (CP) - ambroxol 7,5 mg/mL; Controle negativo (CN) — solugédo salina de
NaCl 0,9%; mirceno nas doses 0,85, 2,5 ou 7,5 mg/mL; nanoemulsdo contendo mirceno nas
doses 0,85, 2,5 ou 7,5 mg/mL; nanoemulsdo vazia.

Em seguida, 30 minutos apos a nebulizacdo, foi administrado vermelho de fenol (500
mg/kg — 12,5 mg/mL) por via intraperitoneal e o protocolo de avaliagdo da atividade

expectorante foi realizado conforme descrito anteriormente.
3.10 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIASMATICA 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 pg de
ovalbumina misturada em 200 pL de sulfato de aluminio e potéssio (AIK(SO.)..12H.0) a 10%
em tampado salina fosfato (PBS), por via intraperitoneal, no dia 0 e o procedimento repetido no
dia 14. No dia 21 ap0s a primeira imunizagdo, os animais foram desafiados por inalacdo de
uma solucdo de 10% ovalbumina (Sigma-Aldrich®, St.Louis, EUA) em solucdo salina
aerossolizada, durante 15 minutos por 5 dias consecutivos (Figura 6).

Uma hora antes de cada inalacdo, os camundongos, divididos em grupos de 6 animais,
foram tratados por via oral com mirceno (8,5, 25 ou 75 mg/kg), com a formulacéo contendo o
monoterpeno B-mirceno, ou por via intraperitoneal com dexametasona 10 mg/kg (controle
positivo) (Hypolabor, Brasil), salina ou nanoemulsdo vazia como controle negativo. Foi
mantido um grupo controle de animais que ndo foram imunizados por OVA, mas que
receberam apenas a solucdo salina via intraperitoneal e também desafiados por inalacdo com

solugéo salina, para comparacao dos parametros basais.

Figura 6 - Protocolo do modelo de asma em camundongos.

Imunizacgéao Desafio por inalagao
100 pg OVA com AIK(S0Og),.12H,0, ip. 10% OVA/30min
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DIA 0 14 21 22 23 24 25 26
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A figura ilustra o protocolo experimental do modelo de asma em camundongos.
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Fonte: Préprio autor.

Os camundongos foram eutanasiados por injecdo letal de tiopental sodico por via
intraperitoneal (80 mg/kg). Posteriormente, um volume de 1 a 2 mL de PBS gelado foi
injetado na traqueia e o liquido recuperado, lavado broncoalveolar (LBA), foi utilizado para

contagem de células.
3.11 ANALISE DOS DADOS

Os dados numéricos obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média (X +
EPM) ou mediana e 1° e 3° interquartis com n representando o numero 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 concentragcdo-resposta e
estas ajustadas por regressdo ndo-linear no software Prism 8 for Windows (GraphPad
Software Inc.), para obtencdo do valor de Ems (valor médio, em porcentagem, do efeito
méaximo obtido pela substancia em relacdo ao maior valor possivel num dado tecido) servindo
como parametro de eficécia relativa de duas amostras.

Diferencas entre as médias ou mediana foram comparadas estatisticamente usando o
teste t de Student ndo-pareado, analise de variancia (ANOVA one-way) com poés-teste de
Dunnet ou Tukey, no caso de dados paramétricos ou teste de Kruskal-Wallis seguido por teste
de Dunn, para dados ndo paramétricos. As analises estatisticas foram realizadas usando o
programa Prism 8 for Windows, sendo as diferengas consideradas significativas quando o

valor calculado de p for menor que 0,05.
4. RESULTADOS

4.1 DETERMINACAO DO TAMANHO E INDICE DE POLIDISPERSAO DA GOTA DA
NANOEMULSAO

As emulsbes obtidas apresentaram uma variagdo da aparéncia visual entre as
dispers@es fluidas nanoemulsionadas de ligeiramente turvo com reflexo azulado a disperséo
opaca, de modo a refletir a fase dispersa formada em cada formulacdo coloidal. Das 5 (cinco)
formulacdes analisadas, a formulacdo “F4”, obtida a partir dos componentes monooleato de
polioxietileno-20 sorbitano - SML20 (10%), triglicerideos de cadeia média - MCT (5%),

Mirceno - MC (5%) e solugéo tampéo fosfato - PBS (80%), foi a que apresentou os melhores
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resultados para os parametros tamanho, 97,37 (+ 5,844) nm, e distribuicdo da frequéncia de
tamanho representada pelo indice de polidisperséo (IPd), 0,2387 (+ 0,01810) (Tabela 2). Esta,

portanto, foi a formulagéo escolhida para a realizacdo dos experimentos farmacologicos.

Tabela 2: Tamanho de particula (diametro hidrodinamico), indice de polidispersdo de
formulagdes de nanoemulsdes (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)° 0,2387 (+0,01810)"
F5

264.5 (+1.17) 0.321 (+0.014)

Tabela mostra os parametros tamanho de particula (didmetro hidrodindmico) e o indice de polidispersdo (IPd)
das formulagbes (média £ SEM, n = 3). ? Significativo para p < 0,05 (ANOVA One-Way , seguido de teste de
Tukey: F4 vs F1, F2, F3, F5), em relagdo ao tamanho. b Significativo para p < 0,05 (ANOVA One-Way , seguido
de teste de Tukey: F4 vs F1, F2, F3, F5), em relacdo ao IPd.

Fonte: Préprio autor.

As demais formulacbes apresentaram um tamanho maior do que 200 nm e IPd maior
que 0.23 (Figura 7). Em relacdo ao didmetro médio das goticulas, houve diferenca
significativa quando F4 foi comparada com as outras formulacdes (Figura 7 - A) (p < 0,05).

Porém, em relac&o ao IPd, ndo houve diferenca significativa (Figura 7 - B).
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Figura 7 - Tamanho e indice de polidisperséo das goticulas.
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Os gréficos representam o A) Diametro médio das goticulas, B) indice de Polidispersdo e C) tamanho e
distribuicdo da frequéncia de tamanho da formulagdo 4. F1, formulacdo 1; F2, formulagdo 2; F3, formulagéo 3;
F4, formulacao 4; F5, formulagdo 5. *p<0,05 (ANOVA One-Way , seguido de teste de Tukey: F4 vs F1, F2, F3,
F5). Dados expressos como média + EPM.

Fonte: Proprio autor.

4.2 TOXICIDADE AGUDA DA NANOEMULSAO CONTENDO MIRCENO

Os estudos de toxicidade aguda por via oral demonstraram que a nanoemulsao vazia
(NEV) ou nanoemulsdo contendo mirceno (NEMC), administradas em dose unica de 2000
mg/kg, ndo causaram mortalidade nas 24h seguintes a exposicao.

Os animais ndo apresentaram sinais clinicos de letargia, nem mostraram diferenca
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 agua
(NEV: 12.76 + 1.51 mL; NEMC: 10.38 + 0.97 mL).
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A necropsia ndo revelou alteragdes macroscopicas significativas. Além disso, ndo
houve diferenca significativa entre os pesos dos 6rgéos dos animais que receberam o veiculo
(NEV) e os que receberam NEMC (Tabela 3).

Tabela 3: Avaliacdo do peso dos 6rgéos.

ORGAOS NEV (g/100g) NEMC (g/100g)
Coracao 0.57 + 0.0 0.47 +0.0
Pulméo 0.81+0.1 0.69 + 0.0
Figado 54+0.3 0.53+0,2

Rim 1.3+0.0 1.25+0.0
Baco 0.5+ 0.0 0.5+0.2
Estébmago 1.3+0.1 1.0+0.0

Tabela mostra o peso dos érgédos (coragao, pulméo, figado, rim, bago e estbmago) em relagdo ao peso corpéreo
final (9/100g). Analise estatistica por Teste t ndo pareado. Dados expressos como média + erro padrdo da média
(EPM), comn = 3.

Fonte: Proprio autor.

4.3 TESTE CAMPO ABERTO

O mirceno foi testado em camundongos na maior dose com efeito farmacoldgico nesse
trabalho (75 mg/kg) para avaliar seus efeitos sobre a coordenacdo motora e 0 comportamento
no teste de campo aberto. Neste teste, ndo foram observadas diferencgas significativas entre o
grupo tratado com mirceno e o grupo salina em relagdo aos parametros 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, 0
mirceno na dose de 75 mg/kg ndo afetou a coordenagdo motora, a ansiedade ou o
comportamento exploratério dos camundongos neste teste (Figura 8).

Por outro lado, o grupo tratado com diazepam (5 mg/kg) apresentou uma diferenca
significativa (p < 0,05) em comparacdo 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 0 comportamento do animal.
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Figura 8 — Efeito da administracdo oral de MC 75 mg/kg na coordenacdo motora de
camundongos.
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O gréfico ilustra o efeito do mirceno (75 mg/kg) na coordenagdo motora, avaliado pela quantificagdo 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 graficos A, B, C ou média * erro padrdo da média (EPM)
para o grafico D, comn = 6.

Fonte: Proprio autor.

O efeito da nanoemulsdo contendo mirceno (75 mg/kg) também foi avaliado sobre a
coordenacdo motora e comportamental no teste de campo aberto. Neste teste, ndo foram
detectadas diferengas significativas entre o grupo tratado com NEMC comparado com o
grupo nanoemulsdo vazia para os parametros 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 nanoemulsédo contendo mirceno 75 mg/kg ndo afetou a coordenagdo motora ou o

comportamento exploratério dos camundongos (Figura 9).
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Figura 9 — Efeito da administracdo oral de NEMC 75 mg/kg na coordenagdo motora de
camundongos.
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O gréfico representa o efeito da nanoemulsdo contendo mirceno 75 mg/kg, na coordenagdo 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, nanoemulsdo 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 graficos A, B, C ou média + erro padrdo da media
(EPM) para o grafico D, comn = 6.

Fonte: Proprio autor.

4.4 TESTE DE ROTAROD

Nenhuma alteracéo significativa foi observada no tempo gasto no rota-rod pelo grupo
de animais tratados com MC (75 mg/kg) durante os periodos de avaliagdo de 30 minutos
(180,0 £ 0,0), 60 minutos (180,0 £+ 0,0) ou 120 minutos (180,0 + 0,0), em compara¢do com o
grupo salina nos mesmos periodos de avaliacdo: 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 diferenca significativa em comparagdo com o grupo salina, reduzindo

0 tempo gasto no rota-rod no intervalo de 30 minutos (52,57 + 13,47, p < 0,05), mas néo
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foram observadas diferencas significativas em 60 minutos (167,9 + 12,14) ou 120 minutos
(180,0 £ 0,0).

Figura 10 — Efeito da administragdo oral de MC 75 mg/kg no comportamento de
camundongos.
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O grafico representa o tempo (em segundos) que o0s 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 padrdo da média (EPM), com
n=6.

Fonte: Proprio autor.

Nenhuma alteracdo significativa foi observada no tempo gasto no rotarod pelo grupo
de animais tratados com NEMC (75 mg/kg) durante os periodos de avaliacdo de 30 minutos
(180,0 £ 0,0), 60 minutos (180,0 £ 0,0) ou 120 minutos (180,0 + 0,0), em comparagdo com 0
grupo NEV nos mesmos periodos de avaliacdo: 30 minutos (180,0 + 0,0), 60 minutos (180,0

0,0) ou 120 minutos (180,0 + 0,0) (Figura 11).



56

Figura 11 — Efeito da administracdo oral de NEMC 75 mg/kg no comportamento de
camundongos.
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O grafico representa o tempo (em segundos) que 0s animais permaneceram no rota-rod. SALINA, solucéo de
NaCl 0,9%; NEV: nanoemulsdo vazia; NEMC 75 mg/kg: nanoemulsdo 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 padrdo da média (EPM), comn = 6.

Fonte: Préprio autor.

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE RELAXANTE DO MIRCENO EM MUSCULO LISO
DE TRAQUEIA ISOLADA DE RATO

O mirceno exibiu um pequeno efeito relaxante sobre o musculo liso de traqueia
isolado de rato pré-contraido com carbacol (CCh) ou cloreto de potassio (KCI), com efeito
maximo (Eméax) de relaxamento de 10,41 + 5,11% e 19,48 + 5,12%, respectivamente (Figura
12). Na auséncia de um agente contrétil, o efeito do mirceno na atividade basal do mdsculo
liso da traqueia foi de -5,59 + 1,99%.
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Figura 12 — Atividade espasmolitica do mirceno em musculo liso de traqueia isolada de rato.
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O gréfico ilustra o efeito relaxante do mirceno em musculo liso de traqueia isolada de rato. A) Efeito do mirceno
na contracdo induzida por carbacol (CCh). B) Efeito maximo (%) do mirceno no ténus basal, sob contragdo
induzida por carbacol (CCh) ou cloreto de potassio (KCI). Andlise estatistica utilizando Teste t ndopareado.
Dados expressos como média + erro padrdo da média (EPM), comn=7.

Fonte: Proprio autor.

A nanoemulsao contendo mirceno em concentragao igual a 10> M também exibiu um
pequeno efeito relaxante sobre 0 musculo liso de traqueia isolada de rato pré-contraido com
carbacol (CCh) ou cloreto de potéssio (KCI), com porcentagens maximas de relaxamento de
29,60 + 10,31% e 42,31 + 11,54%, respectivamente (Figura 13). O efeito da nanoemulsao
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contendo mirceno na atividade basal do mdsculo liso traqueal, na auséncia de um agente
contrétil, foi de 1,62 + 3,77%.

Figura 13 — Atividade espasmolitica da nanoemulsdo contendo mirceno em mausculo liso de
traqueia isolada de rato.
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O gréfico ilustra o efeito relaxante da nanoemulsdo contendo mirceno em musculo liso de traqueia isolada de
rato. A) Efeito da nanoemulsdo contendo mirceno na contragdo induzida por carbacol (CCh). B) Efeito maximo
(%) da nanoemulsdo contendo mirceno no ténus basal, sob contragdo induzida por carbacol (CCh) ou cloreto de
potassio (KCI). Anélise estatistica utilizando Teste t ndopareado. Dados expressos como média + erro padrdo da
média (EPM), comn=7.

Fonte: Péprio Préprio autor.
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4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUSSIGENA EM CAMUNDONGOS

O efeito de MC nas doses de 8,5, 25 ou 75 mg/kg administrado por via oral na tosse
induzida por &cido citrico em camundongos € demonstrado na Figura 14. A administracdo de
MC na dose de 8,5 mg/kg ndo exibiu efeito antitussigeno, pois manteve o percentual de tosse
elevado (131,1 + 11,80%) e sem diferenca significativa em relagdo ao controle negativo que
recebeu apenas salina como tratamento (121,1 + 9,44%). Em contraste, a administracdo de
MC nas doses de 25 ou 75 mg/kg mostrou um efeito antitussigeno significativo, evidenciado
pela reducdo na frequéncia de tosses para 21,83 + 10,19% e 32,37 + 13,31%, respectivamente
(p < 0,05, Figura 9). O controle positivo, codeina, na dose de 30 mg/kg, demonstrou efeito
antitussigeno e reduziu a frequéncia de tosses para 35,39 + 9,57%, com diferenca significativa

comparado ao grupo salina (p < 0,05).

Figura 14 — Efeito antitussigeno do MC em camundongos.
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O grafico ilustra a frequéncia de tosses (%) em animais expostos ao acido citrico (0,4 M). SALINA, solugdo 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, codeina 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 padrdo da
média (EPM).

Fonte: Préprio autor.

Na analise da laténcia da tosse no dia de triagem, quando os animais ndo receberam
tratamento, ndo houve diferenca estatistica entre as laténcias 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 laténcia de 94,71 + 30,35 e 92,14 + 30,35 segundos,
respectivamente, mostrando uma diferenca significativa em compara¢do com o grupo salina
(p < 0,05) (Figura 15-B).
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Figura 15 — Laténcia do tempo para tosse em camundongos.
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Gréficos representam tratamento versus laténcia de tosses por 3 minutos (180 segundos), sendo A) laténcia da
tosse avaliada no dia da triagem e B) laténcia da tosse avaliada ap6s os tratamentos. SALINA, solucéo 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, codeina 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 padrdo da média (EPM).

Fonte: Proprio autor.

Em relacdo ao efeito da nanoemulsdo contendo mirceno, NEMC 75 mg/kg reduziu a
tosse para 55,62 £ 16,48%, mostrando diferenca significativa quando comparada com a
frequéncia de tosse do grupo salina (121,2 + 9,41%). Entretanto, ao comparar o percentual de
tosse observado apds a administracdo das nanoemulsdes contendo mirceno 8,5 ou 25 mg/kg
(118,2 £ 22,17% e 55,62 + 16,48%, respectivamente) com o controle negativo da formulagéo,
nanoemulsdo vazia (68,87 = 11,62%) ou o controle negativo para 0 modelo de tosse, solucéo

salina de NaCl (0,9%), ndo houve diferenca significativa (Figura 16).
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Figura 16 — Efeito antitussigeno da nanoemulsdo contendo mirceno em camundongos.

150
1254 [
S 100-
& 754 : i
w !
o *
L =L
EiE
01 - —
I ) ) ) )
SR O I
& ¢ oF o8 oF
N Vv A &
R A I
F ¥ ¢ ¢

O grafico ilustra a frequéncia de tosses (%) em animais expostos ao acido citrico (0,4 M). SALINA, solucéo de
NaCl 0,9%; NEV, nanoemulsdo contendo mirceno; NEMC 8,5 mg/kg, nanoemulsdo contendo mirceno 8,5
mg/kg; NEMC 25 mg/kg, nanoemulsdo contendo mirceno 25 mg/kg; NEMC 75 mg/kg, nanoemulséo 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 padrdo da média (EPM).

Fonte: Proprio autor.

Na analise da laténcia da tosse no dia de triagem, quando os animais ndo receberam
tratamento, ou no segundo dia, apds os tratamentos com nanoemulsdo contendo mirceno ou

nanoemulsdo vazia, ndo houve diferenca estatistica entre as laténcias dos grupos (Figura 17).

Figura 17 — Laténcia do tempo para tosse em camundongos.
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Gréficos representam tratamento versus laténcia de tosses por 3 minutos (180 segundos), sendo A) Laténcia da
tosse avaliada no dia da triagem e B) laténcia da tosse avaliada apds os tratamentos. Salina, solucdo de NaCl
0,9%; NEV, nanoemulsdo vazia; NEMC 8,5 mg/kg; NEMC 25 mg/kg, NEMC 75 mg/kg; NEMC 75 mg/kg;
COD 30 mg/kg, codeina 30 mg/kg. Analise estatistica 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 padrdo da média (EPM).
Fonte: Prdprio autor.

4.7 AVALIACAO DO MECANISMO DE ACAO DO MIRCENO SOBRE A TOSSE EM
CAMUNDONGOS

4.7.1 Avaliacédo do efeito da naloxona no efeito do mirceno sobre a tosse induzida por

acido citrico

O antagonista do receptor p-opioide, naloxona, reverteu o efeito antitussigeno do MC
25 mg/kg com diferenca significativa, resultando em uma porcentagem de tosse de 68,86 *
14,00% (Figura 18).

Figura 18 — Efeito da naloxona no efeito antitussigeno do mirceno administrado por via oral
em camundongos.
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Graéfico representa a frequéncia de tosses (%) em animais expostos ao acido citrico (0,4 M). SALINA, solucédo
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 ndo pareado: SALINA vs MC 25 mg/kg) e “p<0,05 (test t de Student néo pareado: MC
25 mg/kg vs NLX + MC25). Dados expressos como media + erro padrdo da média (EPM).

Fonte: Proprio autor.

4.7.2 Avaliacéo do efeito do flumazenil no efeito do mirceno sobre a tosse induzida por
acido citrico

O antagonista do receptor de benzodiazepinicos, flumazenil, reverteu o efeito

antitussigeno do MC 25 mg/kg, aumentando a porcentagem de tosse de 21,83 + 10,19% para



63

166,00 + 13,86%, mostrando uma diferenca significativa comparada ao MC 25 mg/kg (p <
0,05, Figura 19).

Figura 19 — Efeito do flumazenil no efeito antitussigeno do mirceno administrado por via oral
em camundongos.
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Graéfico representa a frequéncia de tosses (%) em animais expostos ao acido citrico (0,4 M). SALINA, solucédo
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 ndo pareado: SALINA vs MC 25 mg/kg) e “p<0,05 (test t de Student néo pareado: MC
25 mg/kg vs FLZ + MC25). Dados expressos como média * erro padrdo da média (EPM).

Fonte: Préprio autor.

4.7.3 Avaliacéo do efeito da glibenclamida no efeito do mirceno sobre a tosse induzida
por acido citrico

Os animais tratados com glibenclamida 10 mg/kg e MC 25 mg/kg exibiram uma redugédo no
nimero de tosses, equivalente a uma porcentagem de 44,19 + 9,68%, sem diferenca
significativa em compara¢do com os animais tratados apenas com MC 25 mg/kg (21,83 +
10,19%) (Figura 20).
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Figura 20 — Efeito da glibenclamida no efeito antitussigeno do mirceno administrado por via
oral em camundongos.
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Gréfico representa a frequéncia de tosses (%) em animais expostos ao acido citrico (0,4 M). SALINA, solu¢édo
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 ndo pareado: SALINA vs MC 25 mg/kg, GLIB + MC25). Dados expressos como
média + erro padrdo da média (EPM).

Fonte: Proprio autor.

4.7.4 Avaliacdo do efeito do tetraetilamonio no efeito do mirceno sobre a tosse induzida
por acido citrico

Os animais tratados com tetraetilaménio (TEA) e MC 25 mg/kg mostraram uma
reversdo significativa da frequéncia de tosse para 79,81 + 17,10%, em comparacdo com 0S
animais tratados apenas com MC 25 mg/kg (21,83 = 10,19%) (p < 0,05, Figura 21). Esse
resultado demonstra a participacdo da via BKCa no efeito antitussigeno do mirceno.
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Figura 21 — Efeito do tetraetilamdnio no efeito antitussigeno do mirceno administrado por via
oral em camundongos.
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Gréfico representa a frequéncia de tosses (%) em animais expostos ao cido citrico (0,4 M). SALINA, solu¢édo
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 ndo pareado: SALINA vs MC 25 mg/kg) e “p<0,05 (test t de Student néo pareado: MC
25 mg/kg vs GLIB + MC25). Dados expressos como média + erro padrdo da média (EPM).

Fonte: Proprio autor.

4.8 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUSSIGENA DO MIRCENO ADMINISTRADO
POR VIA INALATORIA

N&o foi observado reducdo significativa no percentual de tosse em nenhum grupo

tratado por via inalatoria (Figura 22).
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Figura 22 — Efeito do mirceno e da nanoemulsdo contendo mirceno administrados por via
inalatoria em camundongos.
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Gréfico representa a frequéncia de tosses (%) em animais expostos ao cido citrico (0,4 M). SALINA, solucdo
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, nanoemulsdo contendo mirceno 0,85 mg/mL; MC 2,5 mg/mL,
nanoemulsdo contendo mirceno 2,5 mg/mL; MC 7,5 mg/mL, nanoemulsdo contendo mirceno 7,5 mg/mL; NEV,
nanoemulsdo vazia; AMB, ambroxol 7,5 mg/mL. Anélise estatistica com ANOVA one-way seguida pelo teste de
Dunnett. Dados expressos como média * erro padréo da média (EPM).

Fonte: Préprio autor.

Na analise da laténcia da tosse no dia de triagem, quando os animais ndo receberam
tratamento, ou no segundo dia, apds os tratamentos com nanoemulsdo contendo mirceno ou

nanoemulsdo vazia, ndo houve diferenca estatistica entre as laténcias dos grupos (Figura 23).

Figura 23 — Laténcia do tempo para tosse em camundongos.
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Gréficos representam tratamento versus laténcia de tosses por 3 minutos (180 segundos), sendo A) laténcia da
tosse avaliada no dia da triagem e B) laténcia da tosse avaliada ap0s os tratamentos. Salina, solucdo de NaCl
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0,9%; NEV, nanoemulsdo 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, nanoemulsdo contendo mirceno 8,5 mg/kg; NEMC 25 mg/kg,
nanoemulsdo contendo mirceno 25 mg/kg, NEMC 75 mg/kg, nanoemulsdo contendo mirceno 75 mg/kg; COD
30 mg/kg, codeina 30 mg/kg. Analise estatistica por Teste de Kruskal-Wallis, seguido de teste de Dunn. Dados
expressos como média + erro padrdo da média (EPM).

Fonte: Prdprio autor.

4.9 AVALIACAO 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 concentragdes de vermelho de fenol no lavado broncoalveolar de
3,60 £ 0,26 pg/mL, 4,20 £ 0,39 pg/mL ou 3,82 + 0,41 pg/mL, respectivamente. Ja 0s animais
que receberam ambroxol na dose de 120 mg/kg por via oral apresentaram uma concentracdo
de fenol vermelho no lavado de 4,01 + 0,21 pg/mL. Um aumento estatisticamente
significativo na atividade expectorante foi observado em todos os grupos tratados em
comparagdo com o grupo controle negativo, que recebeu uma solucdo de NaCl 0,9% (1,93 +
0,11 pg/mL) (Figura 24).

Figura 24 — Efeito expectorante do mirceno na secre¢do de fenol vermelho em camundongos
tratados por via oral.
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O grafico ilustra a concentracdo de vermelho de fenol no lavado broncoalveolar (LBA) dos animais. SALINA,
solucdo 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 padrdo da
média (EPM), comn=7.

Fonte: Proprio 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 concentrac6es de vermelho fenol no lavado broncoalveolar de 2,98 + 0,21
pg/mL, 3,02 £ 0,21 pg/mL ou 3,38 £ 0,29 pg/mL, respectivamente. Esses valores foram
significativamente maiores do que o grupo tratado apenas com solucdo de NaCl 0,9% (1,93 =
0,11 pg/mL) ou nanoemulséo vazia (1,81 + 0,22 pg/mL) (Figura 25). Além disso, 0s animais
que receberam ambroxol 120 mg/kg por via oral apresentaram uma concentracao de vermelho
fenol no lavado de 4,01 + 0,21 pg/mL, com diferenca significativa em compara¢do com o

grupo salina.

Figura 25 — Efeito expectorante da nanoemulsdo contendo mirceno na secrecdo de vermelho
fenol em camundongos tratados por via oral.
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O grafico ilustra a concentracdo de vermelho de fenol no LBA dos animais. SALINA, solucdo de NaCl 0,9%;
NEV, nanoemulsdo vazia; NEMC 8,5 mg/kg, nanoemulsdo contendo mirceno 8,5 mg/kg; NEMC 25 mg/kg,
nanoemulsdo contendo mirceno 25 mg/kg; NEMC 75 mg/kg, nanoemulsdo contendo mirceno 75 mg/kg; AMB
120 mg/kg, ambroxol 120 mg/kg. Para analise estatistica 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 padrdo da média (EPM), comn =7.

Fonte: Proprio autor.

4.10 AVALIACAO DO MECANISMO DE ACAO EXPECTORANTE DO MIRCENO

4.10.1 Avaliacdo da via do cotransportador Na'-K*-CI" (NKCC) no efeito expectorante

do mirceno
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A secrecdo de vermelho de fenol no LBA dos animais tratados com MC 25 mg/kg foi
igual a 4.20 £ 0.39 pg/mL, enquanto que no grupo que recebeu furosemida 4 mg/kg + MC 25
mg/kg foi igual a 3,54 + 0.44 pg/mL. Portanto, ambos apresentaram diferenca significativa
quando comparados com o grupo salina (p < 0,05). Porém, quando comparados entre si, ndo

apresentaram diferenca significativa (Figura 26).

Figura 26 — Efeito da furosemida na atividade expectorante do mirceno administrado por via
oral em camundongos.
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O grafico ilustra a concentracdo de vermelho de fenol no LBA dos animais. SALINA, solucéo 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 ndo pareado: SALINA vs MC 25 mg/kg, MC25+FURO). Dados expressos como média + erro padrao
da média (EPM), comn =7.

Fonte: Proprio autor.

4.10.2 Avaliacao 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 pg/mL) demonstraram diferenca significativa quando comparado com
a salina. Porém, quando comparado com o grupo MC 25mg/kg, ndo houve diferenca

significativa (Figura 27).
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Figura 27 — Efeito da atropina na atividade expectorante do mirceno administrado por via
oral em camundongos.
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O gréfico ilustra a concentracdo de vermelho de fenol no LBA dos animais. SALINA, solu¢do 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 ndo pareado: SALINA vs MC 25 mg/kg, MC25+ATROP). Dados expressos como média + erro padréo
da média (EPM), comn =7.

Fonte: Proprio autor.

4.10.3 Avaliacao da via adrenérgica no efeito expectorante do mirceno

Os animais que receberam propranolol 25 mg/kg + MC 25 mg/kg exibiram secrecédo
de vermelho de fenol em LBA igual a 2,54 £ 0,24 pg/mL, com diferenca significativa
comparado ao grupo MC 25 mg/kg (4,20 £ 0,39 pg/mL). Entretanto, ndo demonstraram

diferenga significativa quando comparado com a salina (1,93 £ 0,11 pg/mL) (Figura 28).
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Figura 28 — Efeito do propranolol na atividade expectorante do mirceno administrado por via
oral em camundongos.

5- *
)
E 4-
2 3-
8
S
o 21
Z
s
E 1
D
-
0 ' .
& o
‘-'ovy ‘36\
I‘b
<
&

O gréfico ilustra a concentracdo de vermelho de fenol no LBA dos animais. SALINA, solucdo 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 ndo pareado: SALINA vs MC 25 mg/kg, MC25+PROP). Dados expressos como média + erro padrao
da média (EPM), comn =7.

Fonte: Proprio autor.

4.10.4 Avaliacdo do envolvimento de mediadores inflamatorios no efeito expectorante do

mirceno

Os animais que receberam indomethacina 8 mg/kg + MC 25 mg/kg exibiram secrecao
de vermelho de fenol em LBA igual a 2,37 = 0.28 pg/mL, com diferenca significativa
comparado ao grupo MC 25 mg/kg (4,20 + 0,39 pg/mL). Entretanto, ndo demonstraram

diferenca significativa quando comparado com a salina (1,93 £ 0,11 pg/mL) (Figura 29).
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Figura 29 — Efeito da indometacina na atividade expectorante do mirceno administrado por
via oral em camundongos.
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O grafico ilustra a concentracdo de vermelho de fenol no LBA dos animais. SALINA, solucdo 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 ndo pareado: SALINA vs MC 25 mg/kg, MC25+FURO). Dados expressos como média + erro padréo da
média (EPM), comn=7.

Fonte: Préprio autor.

4.11 AVALIACAO DO EFEITO EXPECTORANTE DO MIRCENO LIVRE OU EM
NANOEMULSAO ADMINISTRADOS POR VIA INALATORIA

Na investigacdo do efeito expectorante do mirceno administrado por via inalatoria, foi
observado que nenhuma concentracdo de mirceno foi capaz de aumentar a secrecdo de
vermelho de fenol e que somente o ambroxol 7,5 mg/mL (2,97 + 0,43 pg/mL), que é o
controle positivo, apresentou efeito expectorante significativo quando comparado com o

grupo que recebeu salina (1,00 £ 0,09 pg/mL) (Figura 30).
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Figura 30 — Efeito expectorante do mirceno na secrecdo de vermelho de fenol em
camundongos tratados por via inalatoria.
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Gréfico representa tratamento versus a concentracdo de secrecdo 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, solucdo 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 padrdo da média (EPM).

Fonte: Proprio autor.

Por outro lado, quando a nanoemulsdo contendo mirceno foi administrada por via
inalatoria, as concentra¢fes 0,85 mg/mL ou 75 mg/mL de NEMC aumentaram a secrecao de
vermelho de fenol no LBA para valores equivalentes a 4,39 = 0,55 pug/mL e 2,77 + 0,28
pug/mL, respectivamente, demonstrando efeito expectorante significativo quando comparado
com o grupo salina (1,00 + 0,09 pug/mL). No entanto, apenas NEMC 0,85 mg/mL teve
diferenca significativa quando comparado com a nanoemulsdo vazia 1,74 = 0,17 pg/mL
(Figura 31).
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Figura 31 — Efeito expectorante da nanoemulsao contendo mirceno na secrecdo de vermelho
de fenol em camundongos tratados por via inalatoria.
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Gréfico representa tratamento versus a concentracdo de secrecdo de vermelho de fenol presente no lavado
broncoalveolar. SALINA, solugdo salina NaCl 0,9%; NEV, nanoemulsio vazia, NEMC 0,85 mg/mL,
nanoemulsdo contendo mirceno 0,85 mg/mL; NEMC 2,5 mg/mL, nanoemulsdo contendo mirceno 2,5 mg/mL;
NEMC 7,5 mg/mL, nanoemulsdo 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 padrdo da média (EPM).

Fonte: Proprio autor.

4.12 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIASMATICA EM CAMUNDONGOS

O grupo basal, representado pelos camundongos ndo imunizados por OVA, apresentou
reduzida contagem total de células igual a 5,07 x 10* + 8,03 x 10° células/mL, com diferenca
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° + 4,53 x 10° células/mL) (Figura
32).

Resultado semelhante foi demonstrado em camundongos asmaticos pré-tratados com
dexametasona 10 mg/kg (4,36 x 10° + 1,11 x 10° células/mL) por via intraperitoneal ou
mirceno nas doses de 8,5, 25 ou 75 mg/kg (1,01 x 10° + 2,18 x 10°, 5,71 x 10° + 9,90 x 10%,

3,50 x 10°+ 1,11 x 10° células/mL, respectivamente) por via oral (Figura 32).
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Figura 32 - Efeito de MC no namero de células inflamatérias no LBA.
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Grafico representa tratamento versus o nimero de células inflamatdrias no LBA. BASAL, animais ndo
imunizados com OVA; SALINA, animais imunizados com OVA e tratados com solucéo 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 padrdo da média
(EPM).

Fonte: Préprio autor.

As nanoemulsbes 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°+ 3.58 x
10°, 2,20 x 10° + 7,69 x 10* 2,74 x 10° + 8,50 x 10* 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° + 4,03 x 10° células/mL). Esses Gltimos,

grupos Salina e NEV, nédo exibiram diferenca significativa comparados entre si.
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Figura 33 - Efeito de NEMC no numero de células inflamatorias no LBA.
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Grafico representa tratamento versus o numero de células inflamatérias no LBA. Basal, animais ndo imunizados
com OVA; SALINA, animais imunizados com OVA e tratados com solucéo de NaCl 0,9%; NEV, nanoemulséo
vazia; NEMC 8,5 mg/kg, nanoemulsdo contendo mirceno 8,5 mg/kg; NEMC 25 mg/kg, nanoemulsdo contendo
mirceno 25 mg/kg; NEMC 75 mg/kg, nanoemuls@o 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 padrdo da
média (EPM).

Fonte: Préprio autor.

5. DISCUSSAO

A preparacdo da nanoemulsdo de mirceno utilizou o método de emulsificacdo
espontanea como abordagem isotérmica aplicada a compostos volateis e hidrofébicos (Lima
et al., 2021). Como fase aquosa, para preparar dispersdes 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 parametros de tamanho de particula e distribuicdo de tamanho (IPd) que foram
avaliados variaram de acordo com os tipos de surfactantes ndo i6nicos utilizados e com a
composigdo da fase oleosa. O surfactante ndo i6nico SMO-20 (wt. 10%), utilizado na
formulacdo 4, demonstrou influéncia consideravel sobre o didmetro médio das goticulas e a
distribuicdo de tamanho das dispersdes coloidais, de modo a formar goticulas menores (<
97,87 nm) e com moderada distribui¢do de tamanho (IPd < 0,23) (p < 0,05).
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Entretanto, nanoemulsbes preparadas com SML-20 e SMO, SMO-20 e SMO, ou
apenas com SML-20 como surfactantes apresentaram as maiores goticulas (> 200 nm) e
ampla distribuicdo de tamanho (IPd > 0,23). Apresentando estruturas moleculares diferentes,
enquanto SML-20 tem uma cadeia de &cido graxo saturada, SMO-20 tem uma cadeia de acido
graxo insaturada e essa dupla ligagdo é que o torna mais flexivel e eficiente em reduzir a
tensdo superficial entre a interface 6leo/agua de modo a formar goticulas menores (Komaiko;
Mcclements, 2015). Importante controlar o tamanho das goticulas da emulsdo, enquanto o
surfactante SML-20 em concentracdo insuficiente leva a aglomeracao e aumento do tamanho
das particulas, SML-20 suficiente estabiliza a emulsdo e o tamanho das particulas diminui
(Devi et al., 2025).

Além disso, esses parametros também foram maiores quando a composicdo da fase
oleosa foi modificada para conter apenas o Oleo veicular MCT, como mostra a diferenga
significativa ao comparar as formulagbes F4 e F5 (p < 0,05). O dleo MCT funciona como
inibidor de maturacdo, pois ¢ uma molécula altamente hidrofébica que é adicionada a fase
dispersa da nanoemulsdo para inibir a expansdo de goticulas, interrompendo o efeito de
mistura (Liu et al., 2019). Goticulas maiores sdo formadas ao aumentar a concentracdo de
6leo MCT, que tem influéncia significativa na curvatura espontanea e solubilidade do
surfactante (Guttoff; Saberi; Mclements, 2015; Saberi; Fang; Mcclements, 2014).

A escolha do surfactante € fundamental para controlar as propriedades da
nanoemulsdo, como tamanho das goticulas, estabilidade e comportamento em diferentes
condicBes (Liu et al., 2019). A formulacdo 4, que apresentou as melhores caracteristicas, foi
utilizada nos estudos farmacol6gicos em modelos animais desse trabalho.

Antes disso, nas investigacdes para identificar possiveis efeitos adversos do mirceno
ou sua nanoemulsdo, observou-se que a administracdo oral de mirceno numa dose de 75
mg/kg nédo alterou significativamente o comportamento ou a coordenagdo motora de
camundongos submetidos a testes de campo aberto ou rotarod. Relativamente a via sedativo-
hipnética, o mirceno, embora existam provas que sugerem o seu papel potencial no equilibrio
de acido gama-aminobutirico (GABA) e glutamato para mediar indiretamente o sono em
camundongos, como demonstrado num estudo de Chen et al. (2024).

Noutro estudo, a vaporizacdo aguda de mirceno a 5% a cada 6 segundos durante 30
minutos demonstrou efeitos na atividade locomotora € no comportamento ansiolitico em

camundongos, com diferencas observadas entre machos e fémeas: aumento da atividade
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locomotora e efeitos ansioliticos nas fémeas, e reducdo da atividade locomotora sem efeitos
ansioliticos nos machos (Wagner et al., 2024).

N&o foram encontradas evidéncias para o efeito do mirceno a 1 g/kg por via oral no
comportamento exploratorio e emocional ou na atividade ansiolitica 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 avaliacdo do efeito sobre a coordenacdo motora, efeito relaxante ou sobre o
comportamento de camundongos por meio dos testes de campo aberto e rotarod, NEMC
75mg/kg ndo teve efeito significativo, indicando que essa formulagdo é segura e ndo afeta o
sistema nervoso central. Como observado em outros estudos, os monoterpenos em geral ndo
tém um efeito negativo no sistema locomotor (Costa et al., 2023).

Ao ser analisado o efeito sobre o musculo liso de traqueia isolada de rato, embora ndo
tenha apresentado efeito significativo sobre o tdnus muscular fisiologico basal, verificou-se
gue a nanoemulsdo contendo mirceno teve uma atividade espasmolitica reduzida, seja na
contracdo induzida por carbacol ou por KCI, sugerindo que essa formulacdo ndo tem potencial
como broncodilatador. O musculo liso das vias aéreas, além do aumento do espessamento,
remodelamento e estreitamento excessivo e varidvel das vias aéreas sao importantes na busca
por estratégias e terapias que visem reduzir os efeitos da condicdo asmatica (Wang et al.,
2020).

A formulacdo de NEMC 75 mg/kg ndo deixou de ter atividade antitussigena quando
comparada com o do modelo de tosse que recebeu apenas solugdo salina. Porém, quando
comparado com a nanoemulsdo vazia, nenhuma dose teve efeito antitussigeno significativo,
sugerindo que a formulacdo possivelmente esteja limitando o efeito do mirceno. Mais estudos
sdo necessarios para verificar o componente da formulacdo que esteja relacionado a essa
limitacdo.

Apos esses resultados, foi investigado o mecanismo de a¢do do mirceno na dose de 25
mg/kg. Para investigar a via opidide foi utilizada a naloxona, que demonstrou reverter o efeito
antitussigeno do mirceno. Este resultado indica que essa via possivelmente esteja relacionada
ao mecanismo de agdo do mirceno. Em um estudo de atividade antinociceptiva em
camundongos pelo método da placa quente e teste de contor¢des induzidas por acido acético,
mirceno nas doses de 10 ou 20 mg/kg inibiu significativamente a nocicep¢do, 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 participacao do sistema opidide (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 CB?2, indicando o envolvimento do sistema endocanabindide além da via opioide
ja sugerida em outros trabalhos (Mcdougall; Mckenna, 2022). A ativacdo do receptor subtipo
CB2 inibiu a ativagdo de nervos sensoriais em cobaias e nervo vago humano, bem como a
tosse induzida por &cido citrico em cobaias, sugerindo envolvimento a participacdo da via
CB2 (PATEL et al., 2003). Os receptores CB1 ou um CB2 provocam sua a¢do acoplando-se
principalmente as proteinas Gi/0, inibindo a sinalizacdo da adenilato ciclase e do AMP
ciclico, 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 antitussigenos de acdo central atuem apenas no
tronco cerebral (OLSEN et al., 2021). Outra via antitussigena importante estudada foi a
gabaérgica, com a utilizacdo do flumazenil, um antagonista de benzodiazepinico. Com esse
antagonista houve reverséo do efeito antitussigeno do mirceno, o que também demonstra que
esse monoterpeno também pode atuar por meio da via gabaérgica. O é&cido gama
aminobutirico (GABA) é o principal neurotransmissor inibitério do sistema nervoso, com
receptores GABAB encontrados no cérebro, nas vias aéreas e no trato gastrointestinal,
modulatério, circuitos integrativos centrais, bem como motores inspiratérios (BADRI et al.,
2021). Estudos pré-clinicos sugerem que a ativacdo dos receptores GABAB nos sistemas
nervoso periférico e central inibe a tosse (Badri et al., 2021). O flumazenil, porém, é uma
ferramenta farmacoldgica potente para prever a farmacologia especifica do subtipo do
receptor GABAA e para determinar a ocupacao de receptores sensiveis ao diazepam, que foi a
ferramenta farmacoldgica utilizada como controle positivo na investigagdo do mecanismo de
acdo do mirceno (Herde et al., 2021). Os receptores y-aminobutiricos tipo A (GABAARS) sdo
canais anibnicos seletivos para ions cloreto, controlados por ligantes e que podem aumentar a
condutancia de anions e levar a hiperpolarizacdo celular (Masiulis et al., 2019; Sigel,
Steinmann, 2012).

Nos experimentos em que foram utilizados bloqueadores de canais para potassio, ndo

houve diferenca reversdo do efeito antitussigeno do mirceno pela glibenclamida, um
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blogueador de canais para potassio sensiveis ao ATP. Isto sugere que o efeito antitussigeno do
mirceno ndo seja periférico (Xu et al., 2007). A abertura de canais para potassio € um
mecanismo que medeia o efeito inibitério dos opioides (Ramnarine; Rogers, 1998;
Olorukooba, 2019). Em contraste, sabe-se que canais de grande condutancia ativados por
calcio (BKCa) néo estdo envolvidos nessa via de transdugdo (Rodrigues; Duarte, 2000).

Nesse sentido, foi investigado a participacdo dos canais BKCa no mecanismo de agédo
do mirceno por meio do bloqueador TEA. Foi observado que TEA reverteu o efeito
antitussigeno do mirceno, sugerindo a participagdo da via dos canais BKCa no efeito. Estudo
relata que a ativacdo de canais BKCa implica hiperpolarizacdo e reducdo do calcio
intracelular, causando o relaxamento do musculo liso traqueal de rato (SHI et al., 2019). Os
canais BKCa estdo co-localizados com fontes de calcio como canais para calcio sensiveis a
voltagem ou canais do tipo TRPV (vaniléides), podendo ser modulados alostericamente por
sensores ou pelos locais de ligagdo ao célcio, que levam a abertura dos canais BKCa (Guntur
etal., 2021).

Nos estudos da atividade expectorante, as trés doses do mirceno ou da nanoemulséo
contendo mirceno administradas por via oral, bem como o controle positivo ambroxol,
administrado por via oral, foi observado significativo aumento da concentracdo de vermelho
de fenol no lavado broncoalveolar quando comparado com o grupo tratado somente com
solucdo fisioldgica. Farmacos com atividade expectorante induzem secrecdo aquosa €
promovem a acidificacdo do muco (Menezes et al., 2019). Devido a esse aumento na
hidratacdo, 0 muco secretado torna o trato respiratorio lubrificado e alivia varios disturbios
respiratorios (Hu et al., 2021).

Estudos tém evidenciado que formulacdes em nanoemulsdo aumentam
significativamente a absorcdo oral de drogas pouco sollveis, o que pode melhorar a
biodisponibilidade e elevar a atividade farmacolégica (Ei-Hong et al., 2014). As
nanoemulsdes contendo monoterpenos tém sido investigadas principalmente em atividades
antimicrobianas e doencas infecciosas (Xavier et al.,2022; Zaho et al., 2017; Li et al.,2017).
Embora haja poucas investigaces sobre o efeito de nanoemulsdes contendo monoterpenos
nas vias aéreas, o carater inovador da tecnologia e sua potencial aplicacdo na terapia de
problemas respiratorios tém ganhado relevancia (Freitas et al., 2021).

O ambroxol é um farmaco expectorante, metabdlito do cloridrato de bromexina, com

propriedades farmacologicas importantes como efeito estimulante da secre¢édo de surfactantes
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pulmonares e secre¢cdo serosa das vias aéreas, anti-inflamatdrio, antioxidante e anestésico
local, além de efeitos mucocinéticos e mucociliares (Gupta, 2014; Yoshida et al., 2018).

Semelhante ao resultado por via oral, a administracdo do ambroxol por via inalatéria
também aumentou significativamente a secrecdo 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 inalatoria por um periodo de 20 minutos, inibiu a expressdo de MUCS5AC, reduziu os
niveis de glicosaminoglicanos, melhorou a fungdo da depura¢do mucociliar e promoveu a
expectoragdo em camundongos (Zhang et al., 2016).

Diferente dos resultados das investigacdes da atividade expectorante do mirceno e sua
nanoemulsdo administrados por via oral, a administracdo do mirceno ou da nanoemulsao
contendo mirceno nas concentragdes 2,5 ou 7,5 mg/mL por via inalatria ndo apresentou
atividade expectorante significativa comparada ao grupo que recebeu salina ou nanoemulséo
vazia, respectivamente. A inalacdo de mirceno ou da sua hanoemulsdo nas trés concentragdes
avaliadas também ndo apresentou efeito antitussigeno. Para chegar aos alveolos e ser
absorvido, os farmacos precisam ultrapassar barreiras dispostas pela prépria anatomia do
pulmao ou conteddo fisiolégico, como muco ou surfactante pulmonar, que podem bloquear o
acesso de particulas indesejadas (Voelker; Numata, 2019; Usharani; Kanth; Saravanan, 2022).
Além disso, as propriedades fisico-quimicas das nanoparticulas inaladas, incluindo tamanho,
carga e hidrofobicidade superficial, podem influenciar significativamente nas vias de
eliminacdo pulmonar, como eliminacdo por muco, macr6fagos ou translocacdo para
circulacéo sistémica (Liu et al., 2020).

No entanto, a inalacdo por 3 minutos da nanoemulsdo contendo mirceno na
concentracdo de 0,85 mg/mL elevou a secrecdo de vermelho de fenol no lavado
broncoalveolar comparado a nanoemulsdo vazia. Seja para terapia local ou sistémica, a
inalacdo de uma formulacéo facilita a dispersédo do farmaco em meio adequado e o transporte
na forma de aerossol para as vias aéreas, melhorando a biodisponibilidade e a poténcia do
farmaco (Zhang et al., 2019).

Nesse contexto, uma preparacdo para inalacdo pode ajudar a superar algumas
desvantagens das preparagOes por via oral ou intravenosa, as quais necessitam de maior
guantidade da dose e podem estar associadas a maior incidéncia 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, degradacdo de farmacos durante a digestdo, transporte e distribuigdo, a via
inalatdria tem sido considerada por evitar efeitos adversos e ser eficaz no tratamento local de
doencas pulmonares (Zhong et al., 2021).

O efeito expectorante da nanoemulsédo contendo mirceno pode estar associado aos
mecanismos de mediadores inflamatérios na producdo de muco, conforme indicado por
estudos conduzidos por Kanaan et al. (1997) ou como resultado do aumento na hidratagéo,
contribuindo para a lubrificacdo do trato respiratorio (Hu et al., 2021). No entanto, estudos
adicionais sdo importantes para investigar o efeito da nanoemulsdo contendo mirceno sobre os
niveis de interleucinas e a avaliacdo sobre o dano tecidual em pulmao asmatico.

Os modelos animais reproduzem com sucesso muitas das caracteristicas da inflamacéo
alérgica das vias aéreas, tornando-se assim, importantes para a pesquisa, uma vez que 0S
estudos clinicos ndo séo suficientes para entender o mecanismo biol6gico da asma (Casaro et
al., 2019). Em relacéo a outros animais, 0 modelo murino tem como vantagens a facilidade de
reproducdo, disponibilidade de reagentes moleculares e celulares especificos, e ampla
diversidade de linhagens de camundongos (Kips et al., 2003).

Neste estudo, a inflamac&o alérgica das vias aéreas foi induzida pela sensibilizacédo e
desafio dos animais a um antigeno estranho, a ovalbumina. Os animais imunizados e que
receberam apenas solucdo salina, apresentaram elevada contagem de células inflamatdrias
comparado com o grupo ndo imunizado com OVA e que também ndo foi desafiado com
OVA. Foi estabelecido com éxito o modelo de asma induzida por OVA, considerado o
primeiro modelo de asma em camundongos, com mais de 100 anos e que replica varias
caracteristicas da asma alérgica (Tiwary; Samarasinghe, 2021).

Para mimetizar a patogénese da asma humana, protocolos para desenvolvimento de
modelos animais geralmente incluem fases de A) sensibilizacdo, que usualmente requer
maltiplas imunizacfes sistémicas por OVA com adjuvantes e B) desafio, que é a exposi¢cdo
dos animais em estudo ao alérgeno (Fang et al., 2021). Basicamente, a inflamag&o alérgica
das vias aéreas é induzida por sensibilizacdo intraperitoneal e desafio com OVA, modelo este
gue mimetiza as caracteristicas da asma aguda, incluindo producdo excessiva de muco,
hiperresponsividade e inflamacdo eosinofilica das vias aéreas (Casaro et al., 2019). A
imunizacdo de camundongos por OVA juntamente com o adjuvante Alum (hidréxido de

aluminio) 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 remodelacao
das vias aéreas (Ozkan; Eskiocak; Wingender, 2021).

Por outro lado, os animais imunizados com OVA e tratados com dexametasona,
demonstraram reducdo expressiva do numero total de células inflamatorias. Estd bem
estabelecido em modelos experimentais que a dexametasona inibe in vitro ou in vivo a
hiperresponsividade bem como a infiltracdo de eosindfilos induzida por antigenos (DE BIE et
al., 1996). Sabe-se que este glicocorticoide diminui significativamente os eosinofilos e
neutrofilos, infiltracdo inflamatéria ao redor dos bronquios e vasos sanguineos em
camundongos asmaticos (Niu et al., 2019; Guan et al., 2020). A dexametasona é um potente
glicocorticéide sintético de longa duracdo conhecido por inibir a cascata inflamatoria, inibir a
expressao de COX-2, citocinas inflamatorias (Patil et al., 2018).

O monoterpeno mirceno ou sua nanoemulsdo, nas trés doses administradas nos
animais em modelo de asma, reduziu a contagem total de células inflamatérias em
camundongos com asma induzida por ovalbumina. Estudos com ratos neonatos mostraram
gue o mirceno exerce efeito antiasmatico ao reduzir os efeitos da inflamacéo, incluindo
reducdo da infiltracdo de leucdcitos no lavado broncoalveolar, reducdo profunda nas citocinas
IL-2, IL-4, IL-18 e IL-21, e a subsequente alteragéo estrutural no processo de remodelamento
das vias aéreas (Du et al., 2020). Esse efeito anti-inflamatorio também foi observado em
modelo celular de osteoartrite, no qual o mirceno inibiu a producédo de 6xido nitrico induzido
por IL-1B e em modelo de tecido renal de rato diabético, em que mirceno teve efeito inibitorio
IL-6 e TNF-a (Rufino et al., 2015; Yang; Liao, 2021). O mirceno tem potentes efeitos anti-
inflamatdrios ao suprimir citocinas, MAP cinases e a regulacdo negativa das vias NF-xB
(Almarzooqi et al., 2022).

Devido ao seu potente efeito antioxidante, anti-inflamat6rio e propriedades anti-
apoptéticas, o mirceno atenua a perda neuronal dopaminérgica em ratos submetidos ao
modelo de doenca e Parkinson por estresse oxidativo (Azimullah et al., 2023). Isto reforga o

potencial terapéutico do mirceno e a importancia da sua investigacdo farmacoldgica.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou que foi possivel superar as limitacdes de solubilidade do
mirceno por meio do desenvolvimento de uma nanoemulsdo contendo 0 monoterpeno,
caracterizada com tamanho médio da goticula de 97,37 + 5,84 nm e IPd de 0,23 + 0,01. O
perfil de seguranca do mirceno livre (75mg/kg) ou de NEMC foi comprovado por meio dos
ensaios comportamentais em campo aberto e rotarod, pois ndo afetaram a coordenagdo motora
ou nem apresentaram efeitos depressores sobre o sistema nervoso central.

A auséncia de mortalidade, alteracfes fisiologicas ou sinais de toxicidade apds a
administracdo de NEMC, revelados em testes de toxicidade aguda (2000 mg/kg, via oral),
reforcaram a seguranca da nanoemulsdo. Nos ensaios farmacoldgicos, tanto para 0 mirceno
livre quanto para a nanoemulséo carregada, observou-se um efeito espasmolitico reduzido em
musculo liso de traqueia isolada de rato contraido com Cch ou KCI, mas sem efeito
significativo sobre o ténus basal.

No modelo de tosse induzida por acido citrico, MC 25 ou 75 mg/kg ou NEMC 75
mg/kg reduziram significativamente a frequéncia de tosse. O mecanismo de agéo para o efeito
antitussigeno, possivelmente, envolve as vias GABAérgicas, opioides e canais para potassio.
O aumento significativo da secrecdo do vermelho de fenol no lavado broncoalveolar, apos
aadministracdao por via oral de MC ou NEMC, reforca o seu efeito expectorante e sugere o
potencial clinico para condi¢gdes com hipersecrecdo de muco.

Por fim, MC ou NEMC demonstraram marcante atividade anti-inflamatéria em
modelo de asma induzida por ovalbumina, reduzindo o recrutamento de células inflamatdrias
para as vias aéreas.

O monoterpeno mirceno ou sua nanoemulsdo, conforme demonstrado nesse trabalho,
apresentam-se como estratégia terapéutica inovadora e segura para condicdes respiratorias,
integrando as vantagens da nanoemulsdo com as propriedades farmacoldgicas do mirceno.
Estudos futuros sdo necessarios para otimizar a formulacdo e superar as limitagdes desse
trabalho quanto ao estudo de outras vias de administracdo e detalhamento dos efeitos sobre os
mediadores inflamatorios ou perfil histopatologico.
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