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RESUMO  

 

Devido à complexidade da dor, que abrange aspectos físicos, cognitivos, psicológicos 

e comportamentais, o manejo da dor envolve diversas abordagens, em especial em países em 

desenvolvimento, onde a busca por novas opções de tratamento para doenças emergentes ou 

debilitantes é significativa, o uso de plantas medicinais é uma prática relevante. Estudos 

recentes têm se concentrado na atividade dos monoterpenos nos receptores relacionados à 

nocicepção, e a identificação das interações específicas dos monoterpenos promete abrir 

portas para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas no controle da dor. Nesse 

contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar comparativamente os efeitos do 

monoterpeno citronelal, distinguindo suas atividades para os isômeros (R)-(+) e (S)-(-) 

citronelal e determinar o possível mecanismo de ação pelo qual essa atividade é realizada. 

Como forma de estudo inicial foi realizada um analise computacional de docking molecular 

onde os compostos (R)-Citronelal e (S)-Citronelal apresentaram afinidade nos receptores 

glutamatérgicos e TRPA1, indicando seu potencial como agentes ativos nessas vias e abrindo 

prerrogativa para os estudos in vivo. Para isso foram utilizadas metodologias relacionadas ao 

estudo da coordenação motora (Rota-rod), bem como avaliação da nocicepção em parâmetros 

físicos (Placa quente) e químicos (Formalina, glutamato e capsaicina), para confirmação de 

sua atividade e possível detecção de mecanismo de ação.  Ambos os isômeros não 

demonstraram efeitos significativos na coordenação motora dos animais testados. O isômero 

(S)-(-) citronelal apresentou melhores resultados em relação ao seu homólogo estrutural, 

mostrando efeito antinociceptivo nos testes de formalina e placa quente, mesmo em menor 

concentração (100 mg/kg), e com menos efeitos colaterais. No entanto, o estudo não 

conseguiu elucidar completamente o mecanismo de ação desse isômero, por sua atividade não 

ser revertida com a utilização de antagonistas para as vias relacionadas à nocicepção. Por outro 

lado, o isômero (R)-(+) citronelal demonstrou atividade somente na concentração de 150 

mg/kg e teve seu mecanismo de ação relacionado à via opioide, uma via já correlacionada 

com tratamentos de controle da nocicepção, embora também associada a efeitos colaterais 

indesejados. Destacando a importância de futuras pesquisas para elucidar os mecanismos 

moleculares envolvidos na modulação da dor e no desenvolvimento de estratégias terapêuticas 

mais eficazes para o manejo da dor. Portanto, os monoterpenos, mostram-se promissores como 

agonistas ou moduladores potenciais dos receptores do controle da dor.  

 

Palavras-chave: monoterpenos; citronelal; nocicepção; docking.; enantiomeros.  



ABSTRACT 

 

Due to the complexity of pain, encompassing physical, cognitive, psychological, and 

behavioral aspects, the management of pain involves various approaches, especially in 

developing countries, where the search for new treatment options for emerging or debilitating 

diseases is significant; the use of medicinal plants is a relevant practice. Recent studies have 

focused on the activity of monoterpenes on nociception-related receptors, and the 

identification of specific interactions of monoterpenes promises to pave the way for the 

development of new therapeutic strategies in pain control. In this context, the present study 

aimed to comparatively evaluate the effects of the monoterpene citronellal, distinguishing its 

activities for the isomers (R)-(+) and (S)-(-) citronellal and determining the possible 

mechanism of action by which this activity is performed. As an initial study, a computational 

molecular docking analysis was performed, where the compounds (R)-Citronellal and (S)-

Citronellal showed affinity for glutamatergic receptors and TRPA1 receptors, indicating their 

potential as active agents in these pathways and opening the way for in vivo studies. 

Methodologies related to the study of motor coordination (Rotarod), as well as the evaluation 

of nociception in physical (Hot plate) and chemical (Formalin, glutamate, and capsaicin) 

parameters, were used to confirm their activity and possible detection of the mechanism of 

action. Both isomers did not demonstrate significant effects on the motor coordination of the 

tested animals. The isomer (S)-(-) citronellal showed better results compared to its structural 

homologue, exhibiting antinociceptive effects in the formalin and hot plate tests, even at a 

lower concentration (100 mg/kg), and with fewer side effects. However, the study did not fully 

elucidate the mechanism of action of this isomer, as its activity was not reversed with the use 

of antagonists for nociception-related pathways. On the other hand, the isomer (R)-(+) 

citronellal demonstrated activity only at a concentration of 150 mg/kg and had its mechanism 

of action related to the opioid pathway, a pathway already correlated with nociception control 

treatments, although also associated with unwanted side effects. This underscores the 

importance of future research to elucidate the molecular mechanisms involved in pain 

modulation and the development of more effective therapeutic strategies for pain 

management. Therefore, monoterpenes show promise as agonists or potential modulators of 

pain control receptors. 

 

Keywords: monoterpenes; citronellal; nociception; docking; enantiomers. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

No século passado, a dor era considerada uma resposta sensorial inevitável à lesão 

tecidual. As outras dimensões da experiência dolorosa, como componente afetivo, cognitivo, 

diferenças genéticas, ansiedade e expectativa, eram pouco valorizadas. Na última década 

grandes avanços foram feitos na compreensão dos mecanismos que são subjacentes à dor e no 

seu tratamento (GOZZANI, 2003; NICHILATTI, et al., 2020). A dor pode apresentar diferentes 

características e interpretações, como intensidade, localização, duração e frequência. Com isso 

a sua subjetividade sempre foi importante e sua definição sempre passou por formações de 

estigmatizações e relativismos, assim ela sempre acompanhou o ser humano no seu processo 

evolutivo, afetando desde as antigas civilizações até a atualidade (GOLDBERG, 2017). 

A dor é um problema de saúde com implicações socioeconômicas. Nos Estados Unidos, 

estima-se que a prevalência de dor crônica seja de 30%, gerando um custo de 650 bilhões de 

dólares por ano. Além disso, devido à natureza complexa da dor com a participação de aspectos 

físicos, cognitivos, psicológicos e comportamentais, o tratamento da dor apresenta várias 

abordagens, envolvendo reabilitação física e psicológica, tratamento farmacológico, mudanças 

no estilo de vida e intervenções cirúrgicas (DALE & STACEY, 2016; SIQUEIRA-CAMPOS 

et al., 2022). 

Apesar de atualmente existirem formas de inibição ou mascaramento da nocicepção, o 

tratamento farmacológico da dor ainda vem sendo investigado amplamente, a fim de descobrir 

novos fármacos que possuam mais especificidade e menos efeitos adversos que as drogas já 

existentes e que já fazem parte da farmacoterapia da dor. Além do desenvolvimento de agentes 

terapêuticos para o tratamento da dor e a inflamação tem sido um processo desafiador. Esses 

tratamentos têm limitações diferentes devido ao número de efeitos colaterais e é comum em 

pacientes com intoxicação aguda por essas drogas (SIMON et al., 2017) 
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Com isso, o objetivo de explorar analgésicos potentes, eficazes e com poucos efeitos 

colaterais, tornou-se obvio. Neste sentido, tem sido demonstrado que muitos produtos naturais, 

em especial os derivados de plantas, podem ter a capacidade de desempenhar um papel 

relevante no processo de desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento de patologias 

associadas à dor ou nocicepção (ADEOLUWA, 2014; ZVEJNIECE, L. et al., 2020) 

 Muitas classes de compostos orgânicos ou derivados de plantas têm demonstrado 

efeitos biológicos promissores, sendo que muitos deles encontram-se em estudos pré-clínicos e 

clínicos avançados, mas os conhecimentos acerca de muitas moléculas permanecem 

pormenorizados. O uso de plantas medicinais em países em desenvolvimento é bastante 

expressivo. Como resultado, tornaram-se uma importante fonte de produtos naturais 

biologicamente ativos, o que pode resultar na descoberta de novos fármacos (NEWMAN & 

CRAGG, 2020). Nessa linha de pensamento e com o advento da tecnologia, abordagens 

computacionais como o docking molecular vem sendo utilizada para elucidar a ação de 

compostos biologicamente ativos. O docking é uma técnica computacional utilizada para prever 

a orientação mais favorável de um ligante flexível ligado a um receptor rígido (CHEN, 2014) 

Vários estudos farmacológicos de compostos naturais documentaram a atividade como 

o anticancerígeno, antimicrobiano, antifúngico, antiviral, anti-hiperglicêmico, analgésico, 

propriedades anti-inflamatórias e antiparasitárias, a maioria delas por metabólitos secundários, 

especialmente a classe dos terpenos (GUIMARÃES et al. 2014; WESTON-GREEN, CLUNAS, 

JIMENEZ NARANJO, 2021).  

Dentre estudos realizados com monoterpenos, compostos majoritários de óleos 

essenciais presentes nas plantas aromáticas, os quais apresentam boa atividade e estão sempre 

presentes em inovações não clinicas, alguns apresentam-se em formas isoméricas e outros em 

formas absolutas, podendo estas formas influenciarem ou não no seu mecanismo. Citamos em 

especial o composto citronelal, que apresenta já na literatura um embasamento da sua atividade 
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antinociceptiva, dentre outras atividades, como antioxidante e antimicrobiana (MELO et al., 

2010; QUINTANS-JUNIOR et.al, 2011; DE SANTANA et al., 2013). 

Esses resultados sustentam a hipótese de que os isômeros (R)-(+)- e (S)-(-) citronelal 

apresentam uma atividade antinociceptiva podendo seu posicionamento espacial como 

enantiomeros, influenciar na sua atividade.  Dessa forma, a atual pesquisa, tem por finalidade 

avaliar e comparar o efeito biológico dos monoterpenos isômeros (R)-(+)- e (S)-(-) citronelal, 

sobre a atividade antinociceptiva, bem como elucidar os possíveis  mecanismos pelos quais 

estes compostos são capazes de influenciar a nocicepção pela mudança espacial da sua 

molécula, ou seja, avaliar se há uma relação estrutura-atividade, o que poderá conduzir à 

descoberta de uma nova molécula e ao desenvolvimento de um analgésico inovador e de maior 

espectro de ação. Além disso, contribuir para a obtenção de maiores informações sobre o 

potencial farmacológico desses fitoconstituintes e assim colaborar numa maior caracterização 

das propriedades farmacológicas que envolvem a classe de compostos químicos.  
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2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA  

 

2.1 DOR E NOCICEPÇÃO 

 

A dor é uma sensação desagradável, a qual é um componente essencial do sistema de 

defesa do organismo, tanto humano quanto animal em geral. Fornece um rápido aviso ao 

sistema nervoso para iniciar uma resposta motora e minimizar o prejuízo físico (FEIN, 2011). 

De acordo com a Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor está definida 

como uma experiência sensorial ou emocional desagradável associada a um dano tecidual real 

ou potencial e descrita em termos dessa lesão (RAJA, et al., 2020). 

Os fisiologistas distinguem a dor propriamente dita de nocicepção, onde a nocicepção 

se refere aos sinais que chegam ao sistema nervoso central (SNC) resultante da ativação dos 

receptores sensoriais especializados, chamados nociceptores, que fornecem informações sobre 

a lesão tecidual (FEIN, 2011). A percepção dolorosa é frequentemente desencadeada por 

estímulo nocivo, seja uma lesão ou uma doença em tecido somático ou tecido nervoso, 

periférico ou central. O sofrimento é uma resposta negativa induzida por inúmeros fatores, entre 

os quais estão a dor, o medo, estresse, doenças degenerativas e perdas. O comportamento 

doloroso resulta de dor e sofrimento, como posturas ou atitudes que visam diminuir o 

desconforto (LEMONICA, 1997). 

A dor pode ser classificada segundo o tempo de duração em aguda (inferior a 30 dias) e 

crônica (superior a 30 dias), bem como segundo seu mecanismo fisiopatológico em dor 

nociceptiva através da ativação fisiológica dos nociceptores, dor neuropática que ocorre como 

consequência direta de uma lesão ou de doenças que afetam o sistema somatossensitivo 

(HAANPAA et al., 2011) e dor mista que envolve ambos os processos da fisiopatologia da dor 

nociceptiva e neuropática (BRASIL, 2012). 
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O mecanismo da nocicepção (Figura 1), refere-se aos meios pelos quais a dor é 

codificada, consistindo dessa forma os processos de transdução, transmissão e modulação. De 

forma simplificada, pode ser considerada como uma cadeia de três neurônios, com o neurônio 

de primeira ordem (como fibras dos nervos periféricos do tipo Aβ, Aδ e C) originado na 

periferia e projetando-se para a medula espinal; o neurônio de segunda ordem ascende pela 

medula espinal e o neurônio de terceira ordem projetando-se para o córtex cerebral 

(KLAUMANN; WOUK; SILLAS, 2008). 

 

Figura 1. Vias nociceptivas do sistema nervoso periférico ao sistema nervoso central. Fibras 

aferentes primárias cujos corpos celulares encontram-se no gânglio da raiz dorsal (DRG) que 

transmitem impulsos da periferia ao corno dorsal da medula. Os neurônios de segunda ordem 

transmitem o impulso ao sistema nervoso central. Fonte: Griffin; Woolf (2009). 
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Na Tabela 1 é possível observar um resumo comparativo das fibras aferentes primárias, 

trazendo suas principais diferenças estruturais e funcionais. Nela podem ser observadas as 

fibras Aδ são responsáveis pela primeira fase da dor, de maior velocidade de transmissão e 

intensidade, e são sensíveis a estímulos mecânicos intensos. As fibras C produzem uma segunda 

fase de dor que se descreve como difusa e persistente e formam, na periferia, receptores de alto 

limiar para estímulos mecânicos e térmicos. Após lesão tecidual, fibras Aβ, normalmente não 

associadas a processos nociceptivos, mas apenas à estímulos inócuos, também podem sofrer 

alterações celulares e, após a sensibilização na periferia, transmitir a informação nociceptiva 

(MATHEWS et al., 2014). 

 

Tabela 1- Tipos de fibras axoniais aferentes primárias. 

 
Fonte: Adaptado de Bear et al. 4ª edição. Artmed, 2017 
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A outra via de transmissão da dor ao encéfalo, se dá a partir da via trigeminal, onde os 

estímulos vindos da área do rosto são enviados nas fibras nervosas das células do gânglio 

trigêmio e nos núcleos dos pares de nervos cranianos VII, IX e X. As fibras nervosas percorrem 

o tronco cerebral e descem até o bulbo raquidiano, onde inervam sua subdivisão do complexo 

trigeminal. Na sequência, as fibras nervosas que surgem destas células passam a linha média 

neural e ascendente para então inervar as células nervosas talâmicas no lado contralateral 

(PATEL, 2010). 

Diversos receptores participam da transmissão nociceptiva na medula espinhal. Em 

geral, são observados em posição pré-sinaptica receptores opióides mu/delta e kappa, receptores 

GABA, alfa2-adrenérgicos, neurocinina 1 e serotoninérgicos (5HT2). Em contraste, os sítios 

pós-sinápticos são dotados de receptores GABA a e b, AMPA, NMDA, mu, mu/delta, alfa2-

adrenérgicos, serotoninérgicos (5HT1b) e de adenosina. A transmissão excitatória na medula 

espinhal é feita principalmente pelo glutamato e secundariamente pelo aspartato e em muitas 

sinapses a liberação de glutamato é conjunta à liberação de substância P e neurocininas, que 

são designadas como neuromoduladores (GOZANNI, 2003). 

A modulação inibitória ocorre no corno dorsal da medula e pode ser mediada por 

estímulos periféricos não nociceptivos, por interneurônios inibitórios GABAérgicos e 

glicinérgicos locais e por projeções descendentes bulboespinhais. Estes mecanismos inibitórios 

são ativados de maneira endógena com o objetivo de reduzir as respostas excitatórias à atividade 

prolongada de fibras C através de neurotransmissores como endorfinas, encefalinas, 

noradrenalina e serotonina. Por este motivo são também alvo de ação de diversos agentes 

analgésicos exógenos. Em outras palavras, a modulação é um fenômeno complexo que modifica 

a qualidade, a severidade e a duração da percepção dolorosa (NAIDU; PHAM, 2015). 

Segundo o Protocolo Clínico e Diretrizes Terapêuticas da Dor Crônica (BRASIL, 2012), 

o tratamento medicamentoso da dor nociceptiva e mista devem seguir os degraus de escala da 
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dor. O tratamento é iniciado pelo primeiro degrau, com a utilização de analgésicos, anti-

inflamatórios e fármacos adjuvantes até dose máxima preconizada. Caso não ocorra atenuação 

dos sintomas após uma semana, haverá passagem para o degrau seguinte e iniciará a terapia 

com opiódes de diversas doses ou podendo chegar até a intervenção cirúrgica. 

O tratamento da dor ainda permanece um desafio na medicina moderna, com opioides, 

anticonvulsantes e anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) continuando como as principais 

opções farmacológicas para aliviar tanto dores agudas quanto crônicas (KOLLER et al., 2019; 

WERTLI & STEURER, 2018). No entanto, o uso indiscriminado e excessivo desses 

analgésicos, que são os medicamentos mais vendidos no Brasil, expõe a população a efeitos 

colaterais graves e interações medicamentosas perigosas (YAN et al., 2016). Exemplos comuns 

de analgésicos incluem o paracetamol e a dipirona, juntamente com anti-inflamatórios como 

ibuprofeno e naproxeno. Além disso, opioides como tramadol e codeína, bem como 

antidepressivos como a duloxetina, são utilizados no tratamento de dores agudas e crônicas 

(WILL et al., 2018; DE OLIVEIRA FILHO et al., 2020). 

A terapia com os anti-inflamatórios não esteroidais (AINEs) consiste em inibir a geração 

da COX- 1 e COX-2, fator de necrose tumoral (TNF-α) e óxido nítrico sintase induzível (iNOS), 

reduzindo com isso, a vasodilatação e dor gerados pelas prostaglandinas (PGE2) e 

prostaciclinas (PGI2). Além disso, o tratamento com os AINEs causa efeitos adversos 

gastrointestinais, renais e cardiovasculares (DWIVEDI et al., 2015). 

Apesar de sua ampla prescrição e uso global, o paracetamol, também conhecido como 

acetaminofeno, está associado a um aumento significativo da hepatotoxicidade ao longo das 

últimas décadas, sendo a principal causa de Insuficiência Hepática Aguda em vários países, 

incluindo os Estados Unidos e a Grã-Bretanha (GHANEM et al., 2016). Mesmo em doses 

terapêuticas, a intoxicação por paracetamol pode ocorrer, especialmente em indivíduos com 

fatores de risco, como o consumo de álcool, coadministração de medicamentos que afetam a 
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enzima citocromo P450 (CYP 450) e a desnutrição. Apesar desses riscos, o paracetamol é 

considerado um dos analgésicos mais seguros quando comparado a outras opções comuns, 

como AINEs e opioides (SARAGIOTTO et al., 2016). 

Outro exemplo são os agonistas dos receptores opióides exercem seus efeitos 

analgésicos diferentes níveis do sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP), através da 

ativação dos receptores opióides μ a nível pré e pós-sináptico, impedindo a liberação de 

neurotransmissores excitatórios (ROCHA; LEMONICA; BARROS, 2002). 

Os principais efeitos adversos do uso de opióides incluem depressão respiratória, 

bradicardia e redução na motilidade intestinal. Além do que o seu uso prolongado provoca 

inúmeras alterações celulares responsáveis pelo desenvolvimento de tolerância, síndrome de 

abstinência e dependência (NASCIMENTO; SAKATA, 2011). 

A dependência dos opioides é uma preocupação significativa na área da saúde, e a 

problemática em torno do seu uso tornou-se especialmente evidente em países como os Estados 

Unidos. Nas últimas décadas, os Estados Unidos enfrentaram uma crise de dependência de 

opioides, resultando em um aumento alarmante de overdoses e mortes relacionadas a essas 

substâncias. A disseminação generalizada de opioides prescritos para o tratamento da dor 

crônica levou a um aumento no número de pessoas que desenvolvem uma dependência desses 

analgésicos potentes. O vício em opioides é uma doença crônica e complexa, caracterizada por 

recaídas e remissões. A epidemia de opioides nos Estados Unidos tem aumentado a 

conscientização pública sobre esse problema. Metadona, buprenorfina e naloxona têm se 

mostrado eficazes no tratamento de indivíduos viciados em opioides (WANG et al., 2019). 

Outras opções terapêuticas para o tratamento da dor incluem o efeito analgésico de 

antidepressivos tricíclicos, efeitos inibitórios por meio GABAérgicos dos anticonvulsivantes, 

uso de antagonistas de receptores NMDA pela via de sinalização do glutamato e utilização de 

agonistas α2 adrenégicos. Porém por se tratarem de vias de sinalização comuns com outras 
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diversas atividades fisiológicas, estas farmacoterapias incidem num grande rol de efeitos 

colaterais e adversos ao seu uso. Os efeitos colaterais mais importantes e perigosos dos 

antidepressivos tricíclicos incluem problemas cardíacos, como arritmias, e alta toxicidade em 

casos de overdose. Nos anticonvulsivantes, destaca-se o risco da síndrome de Stevens-Johnson 

e aumento de comportamentos suicidas. Já nos antagonistas de receptores NMDA, são 

preocupantes as alucinações e delírios, além de disfunção cognitiva e amnésia. Quanto aos 

agonistas α2 adrenérgicos, são relevantes a ocorrência de hipotensão severa e intensa sedação. 

Tais efeitos exigem atenção na prescrição e monitoramento dos pacientes (SAKATA, 2010; 

MIKA et al., 2013; PHANG & TAN, 2013; JOHSON; GLASGOW; POVYSHEVA, 2015). 

Além da busca por novos compostos derivados de produtos naturais, a utilização de 

modelos in silico e in vivo desempenha um papel fundamental na determinação da eficácia e 

segurança desses potenciais analgésicos. Os modelos in silico, que envolvem simulações 

computacionais, permitem prever as interações moleculares e avaliar a atividade dos compostos 

em diferentes alvos biológicos, agilizando o processo de triagem de candidatos promissores 

antes dos ensaios in vivo (ASSIS et al., 2020). Já os ensaios in vivo, realizados em organismos 

vivos, permitem investigar a biodisponibilidade, farmacocinética e toxicidade dos compostos 

em um contexto mais próximo da realidade fisiológica, fornecendo informações essenciais para 

a seleção de candidatos que apresentam maior potencial terapêutico e menor risco de efeitos 

colaterais. A combinação dessas abordagens complementares torna-se imprescindível para 

avançar no desenvolvimento de novos analgésicos eficazes e seguros, abrindo caminho para 

terapias mais precisas e individualizadas no tratamento da dor. 
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2.2 DOCKING E ESTUDOS in sílico 

 

O avanço na capacidade de processamento dos computadores coloca em ênfase a área 

da bioinformática, que fornece valiosas contribuições para a investigação de novas moléculas 

com atividades biológicas. O docking molecular, uma técnica amplamente utilizada nessa área, 

tem ganhado destaque devido ao progresso biotecnológico dos métodos de purificação de 

proteínas, cristalografia de raio-X e espectroscopia de ressonância magnética nuclear. Esses 

avanços permitem a identificação detalhada de estruturas proteicas, além do depósito dessas 

estruturas cristalográficas em bancos de dados públicos, ampliando a diversidade na avaliação 

de possíveis interações. Essas informações também favorecem a eficiência do acoplamento, 

uma vez que o conhecimento prévio do sítio de ligação é essencial para o sucesso do processo 

(MENG et al., 2011). 

O docking molecular é uma ferramenta que permite prever geometricamente e 

energeticamente a formação de um complexo de interação físico-química entre moléculas, 

chamadas de ligantes, e macromoléculas tridimensionais presentes no organismo, como 

lipídios, proteínas e ácidos nucleicos. Essas informações são essenciais para o planejamento 

racional de fármacos e têm se mostrado especialmente relevantes na investigação de produtos 

naturais com potencial terapêutico (PINZI & RASTELLI, 2019). Ao explorar a riqueza de 

compostos encontrados na natureza, os estudos de farmacologia de produtos naturais buscam 

identificar moléculas bioativas que possam ser utilizadas no desenvolvimento de novos 

medicamentos. No entanto, a diversidade química e a complexidade estrutural desses produtos 

podem representar um desafio na busca por moléculas com atividade farmacológica específica 

e seletiva (ATANASOV et al., 2021). 

Nesse contexto, o docking molecular desempenha um papel crucial, permitindo a 

avaliação computacional das interações entre as moléculas bioativas presentes nos produtos 
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naturais e seus alvos moleculares no organismo (SLIWOSKI et al., 2013). A técnica utiliza 

modelos matemáticos e algoritmos para simular o encaixe das moléculas e prever a afinidade 

de ligação, além de fornecer informações sobre a estabilidade e as forças intermoleculares 

envolvidas na interação. A importância do docking molecular nos estudos de farmacologia de 

produtos naturais reside na sua capacidade de acelerar e direcionar o processo de descoberta de 

fármacos a partir de fontes naturais. Tradicionalmente, a triagem de compostos naturais era 

realizada por meio de ensaios biológicos laboriosos e demorados, que demandavam recursos 

significativos. Com o uso do docking molecular, é possível realizar uma triagem virtual inicial, 

selecionando os compostos mais promissores para experimentos posteriores, o que otimiza o 

tempo e os recursos envolvidos na pesquisa (REHMAN et al., 2023). 

Além disso, o docking molecular permite o estudo das interações moleculares em 

detalhes, revelando os sítios de ligação e as características estruturais necessárias para uma 

interação efetiva entre o composto natural e o alvo molecular. Essas informações são 

fundamentais para o desenvolvimento de estratégias de modificação estrutural dos compostos 

naturais, visando aumentar sua afinidade e seletividade, bem como reduzir efeitos adversos. Ao 

explorar diferentes conformações e modificações químicas, é possível otimizar as propriedades 

farmacocinéticas dos compostos naturais, aprimorando sua atividade e potencial terapêutico 

(ZHAO; HUANG; CAFLISCH, 2012). 

É importante ressaltar que o docking molecular é uma ferramenta complementar aos 

estudos experimentais, sendo fundamental para direcionar as etapas subsequentes da pesquisa. 

A combinação de abordagens in silico e in vitro/in vivo permite uma investigação mais 

abrangente e integrada, validando os resultados obtidos computacionalmente e fornecendo uma 

base sólida para o desenvolvimento de novos fármacos a partir de produtos naturais (PINZI & 

RASTELLI, 2019). 
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Em conclusão, o docking molecular desempenha um papel crucial nos estudos de 

farmacologia de produtos naturais, permitindo a predição e avaliação das interações entre 

compostos bioativos e alvos moleculares (SLIWOSKI et al., 2013). Essa técnica contribui para 

o planejamento racional de fármacos, acelerando o processo de descoberta e direcionando a 

modificação estrutural dos compostos naturais. Ao combinar abordagens in silico e 

experimentais, os estudos de docking molecular fortalecem a pesquisa de produtos naturais 

como uma fonte valiosa de novos medicamentos. (REHMAN et al., 2023). 

 

2.3 TESTES in vivo PARA O DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FÁRMACOS 

 

Os testes in vivo são etapas fundamentais no processo de desenvolvimento de novos 

fármacos, permitindo uma avaliação mais abrangente e realista dos efeitos dos compostos em 

organismos vivos. Esses ensaios são essenciais para validar a eficácia terapêutica, a 

farmacocinética, a toxicidade e a segurança dos candidatos a medicamentos. Além disso, 

possibilitam a compreensão dos mecanismos de ação e interação do fármaco com o sistema 

biológico, garantindo maior confiabilidade na transição do laboratório para a aplicação clínica 

(HUGHES et al., 2011). Os testes in vivo fornecem informações sobre a biodisponibilidade do 

fármaco, a sua distribuição nos tecidos-alvo e a sua metabolização, aspectos cruciais para 

determinar a dosagem adequada e a frequência de administração. Esses ensaios também 

permitem identificar possíveis efeitos adversos e toxicidades que podem surgir em um ambiente 

biológico complexo, ajudando a minimizar os riscos associados ao uso do medicamento em 

seres humanos (JONES., et al., 2015). 

Apesar dos avanços em tecnologias de teste in vitro e modelos computacionais, os testes 

in vivo continuam sendo imprescindíveis para a validação dos resultados pré-clínicos, 
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fornecendo dados mais completos e relevantes para embasar a decisão de avançar com o 

candidato a medicamento para ensaios clínicos (TRAN et al., 2020; JONES et al., 2015). 

Em suma, os testes in vivo são uma etapa crucial no desenvolvimento de novos 

fármacos, oferecendo informações fundamentais para garantir a eficácia e segurança desses 

medicamentos em seres humanos. A realização cuidadosa desses ensaios é fundamental para a 

identificação de potenciais candidatos a medicamentos com o melhor perfil terapêutico e a 

minimização de possíveis efeitos adversos. 

 

2.4 PRODUTOS NATURAIS 

 

As plantas medicinais tornaram-se alvo de interesse para pesquisas científicas para o 

desenvolvimento de novos fármacos por diversas razões. Primeiramente, a natureza é uma fonte 

rica em compostos químicos que exibem uma ampla gama de propriedades biológicas. Muitas 

plantas e produtos naturais têm sido tradicionalmente utilizados na medicina popular de várias 

culturas ao redor do mundo, o que sugere que podem conter substâncias com potencial 

terapêutico. Como consequência, a prática médica beneficiou-se com um novo arsenal 

terapêutico, como por exemplo, o fármaco ácido acetilsalicílico (AAS), originado da salicina 

da espécie Salix alba. Parte dos medicamentos encontrados atualmente são derivados de 

vegetais, organismos marinhos, vertebrados e invertebrados terrestres, o que demonstra a 

importância destas fontes na busca de novos tratamentos para diversas doenças. Percebe-se a 

necessidade maior de estudos ao notar que o conhecimento sobre plantas medicinais simboliza 

muitas vezes o único recurso terapêutico de diversas comunidades e grupos étnicos (DE 

SOUSA et al., 2007; HOEFFEL et al., 2011).   

Apesar da sua importância, o potencial que o Brasil possui para a descoberta de novos 

fármacos derivados de produtos naturais ainda era pouco explorado, diferente do que ocorre em 
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países como Alemanha, Canadá e Estados Unidos que possuem um alto investimento financeiro 

em pesquisas na área das plantas medicinais, porém em um panorama mais recente a química 

de produtos naturais do Brasil cresceu e se diversificou de maneira notável no século XXI. O 

amadurecimento dessa ciência no contexto nacional trouxe várias descobertas principalmente 

no âmbito das plantas medicinais e seus derivados, como fibras corantes e óleos essenciais (DE 

SOUSA et al., 2007; BORGES et al., 2017). 

Dentre os produtos extraídas das plantas, os óleos essenciais representam importante 

fonte de novos compostos bioativos. Eles são complexos aromáticos que contêm uma mistura 

de diversos fitoconstituintes químicos oriundos do metabolismo secundário de plantas 

aromáticas. Esses compostos têm sido amplamente estudados devido às suas propriedades 

biológicas exercidas sobre animais, plantas e seres humanos. Sua rica composição química é 

responsável por esse perfil diversificado, destacando-se dois grupos principais de estruturas de 

baixo peso molecular: os terpenos e terpenoides e os compostos aromáticos alifáticos. Os 

terpenos são considerados o grupo mais importante na composição dos óleos essenciais. Eles 

são formados pela combinação de unidades de isopreno (C5) e geram moléculas com estruturas 

e funções distintas. Essas moléculas terpênicas são classificadas de acordo com a quantidade 

de unidades de isopreno presentes em seu esqueleto carbônico. Os terpenos mais comuns 

encontrados nos óleos essenciais são os monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15) e diterpenos 

(C20). Quando essas moléculas terpênicas apresentam átomos de oxigênio em sua estrutura, 

elas são denominadas de terpenoides. Essa presença de oxigênio confere propriedades 

adicionais aos terpenoides, ampliando sua diversidade estrutural e potencial biológico 

(BAKALLI et al., 2008; BASER & BUCHBAUER, 2010; SHARIFI-RAD et al., 2017). 

O citronelal, também conhecido como rhodinal, é um monoterpeno biologicamente 

ativo naturalmente encontrado nos óleos essenciais de Eucaliptus citriodora (60-80 %), 

Cymbopogon winterianus (capim-citronela) (35 %), Cymbopogon citratus (capim-limão) (< 
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5%), dentre outros. Ligeiramente solúvel em água, trata-se de um liquido incolor bastante 

instável que apresenta um agradável odor de limão, porém menos doce e frutado que o citral. 

Possui ponto de ebulição em 201-207ºC, densidade de 0,855 g/cm³, massa molar de 154,25 

g/mol e um centro estereogenico, que permite a existência das formas dextrogira (R)-(+) e 

levogira (S)-(-). É largamente utilizado na fabricação de fragancias e perfumes, repelentes e de 

outros químicos aromáticos. Além disso, o citronelal possui atividades antimicrobianas 

constatadas, sobre bactérias e fungos do gênero Fusarium e Candida (OLIVEIRA et al., 2006). 

 

 

 

Figura 2- Estruturas químicas do (R)-(+)-citronelal e (S)-(-)-citronelal 

 

São várias as atividades biológicas descritas para o citronelal (mistura racêmica), entre 

as quais se destaca seu uso como repelente, de forma tópica sendo capaz de repelir insetos 

durante 4 horas seguidas (MAIA & MOORE, 2011). Além disso este monoterpeno já revelou 

ação antimicrobiana (SEIXAS et al., 2011; CAVALCANTI et al., 2011), alelopática, 

antioxidante (ANDRADE et al., 2012) e herbicida (BRITO et al., 2012a). Diversas plantas que 

produzem o citronelal em mistura racêmica são utilizadas em todo mundo, principalmente na 

América do Sul, no tratamento de diversas doenças, em especial para o tratamento da dor (LU 

et al., 2006). 

Quando testado seu efeito de antinocicepção, o citronelal apresentou resultados 

interessantes e um mecanismo de ação da similar à morfina, caracterizando assim um efeito nos 

receptores opióides (QUINTANS-JUNIOR et al., 2010). Além de uma atividade 
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antinociceptiva sobre modelos de testes orofaciais induzidos pela formalina e diminuição da 

nocicepão utilizando modelos com glutamato e capsaicina. Apresentou também uma atividade 

antioxidante em baixas doses como 0,1 e 1 mg/mL em estudos in vitro demostrando alta 

capacidade redox e possibilidade de utilização em outros modelos de pesquisa relacionados 

(QUINTANS-JUNIOR et al., 2011). 

Melo et al. (2010) demostraram a atividade do citronelal em modelos de hipnose 

sedação e nocicepção, avaliando que em doses a partir de 50 mg/kg o fitoconstituinte garantiu 

um aumento do tempo de sono dos animais e diminuiu o efeito nociceptivo induzido por um 

modelo de estudo utilizando o ácido acético. Mais recentemente, Santos et. al. (2016) 

realizaram testes com o citronelal associado a β-ciclodextrina, tendo um efeito anti-

hiperalgésico na dor muscular não inflamatória crônica em camundongos, este efeito maior do 

que a forma sem associação, e neste mesmo estudo foi mostrado a interação in sílico do 

composto citronelal com receptores do tipo glutamatérgicos, concluindo que é um possível 

mecanismo de ação a ser estudado para esta inibição de nocicepção (ASSIS, et al., 2020).  

Ao ser testado nas duas formas enantiomericas, foi percebido uma alta atividade 

inibitória, sobre microorganismos, do isômero (R)-(+) citronelal e uma atividade pouco menor 

do isômero (S)-(-) citronelal, caracterizando assim uma estereo seletividade em sua atividade, 

além de que outros estudos demostraram uma toxicidade baixa sobre hemácias em um modelo 

de hemólise (OLIVEIRA, 2016; COSTA, 2017). O citronelal demonstra ser seguro para estudos 

em farmacologia, uma vez que as doses letais (DL50) dos óleos essenciais contendo esse 

monoterpeno e do próprio citronelal foram consideravelmente altas em testes com 

camundongos. Os valores de DL50 para o óleo essencial de Eucalyptus citriodora foram de 

5.000 mg/kg, enquanto para o citronelal isolado foram de 2.609 mg/kg. Além disso, estudos 

realizados com o óleo essencial de melissa (Melissa officinalis L.), que também apresenta o 

citronelal em sua composição, revelaram um valor de DL50 em camundongos BALB/c de 2,57 
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g/kg. Esses resultados indicam uma margem de segurança significativa para a utilização do 

citronelal em pesquisas farmacológicas, mesmo que possam haver variações de acordo com o 

método utilizado (Via oral), estes resultados o tornam uma opção promissora para investigações 

futuras com potencial terapêutico (ARAÚJO-FILHO et al., 2019; STOJANOVIĆ et al., 2019). 

A abordagem diferenciada de estudos com compostos derivados de produtos naturais é 

de extrema importância na farmacologia, pois essas substâncias oferecem uma vasta 

diversidade de estruturas químicas e propriedades biológicas potenciais. Ao pesquisar e 

compreender as ações do citronelal, abre-se caminho para a descoberta de novos fármacos com 

potencial terapêutico, o que é de grande relevância para a busca de alternativas eficazes no 

tratamento da dor e outras condições de saúde. A investigação desses compostos naturais amplia 

as possibilidades de encontrar novas moléculas com atividade farmacológica, contribuindo para 

o avanço da ciência e aprimorando as opções terapêuticas disponíveis. Dito isto este estudo 

busca trazer à tona e investigar os efeitos dos enantiômeros (R)-(+) e (S)-(-) do citronelal em 

relação à atividade antinociceptiva, além de explorar seus posicionamentos espaciais almejando 

assim determinar uma melhor atividade destes compostos, visando a possibilidade de 

conhecimento que será extraída desta avaliação.  
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

• Avaliar comparativamente a atividade antinociceptiva decorrentes da administração de 

isômeros (R)-(+) e (S)-(-) citronelal, em modelos in vivo e in silico. 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

• Avaliar por modelo in silico as formas de docagem molecular dos isômeros, (R)-(+) e 

(S)-(-) citronelal, com proteínas relacionadas à cascata de nocicepção; 

• Caracterizar os efeitos sobre o SNC de (R)-(+) e (S)-(-) citronelal; 

• Comparar a atividade sobre o SNC de (R)-(+) e (S)-(-) citronelal;  

• Avaliar comparativamente a coordenação motora dos animais adiminstrados com (R)-

(+) e (S)-(-) citronelal; 

• Avaliar a atividade antinociceptiva dos enantiômeros em modelos de nocicepção 

química e térmica; 

• Propor de acordo com avaliação comparativa destes monoterpenos, seu possível 

mecanismo de ação e sua variação de acordo com posicionamento espacial. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAL E INFRAESTRUTURA 

 

4.1.1 Local de trabalho 

  

 Os estudos in sílico, foram desempenhados em parceria com o Laboratório de 

Quimioinformática da Universidade Federal da Paraíba (UFPB). 

 Os testes in vivo foram realizada no Laboratório de Psicofarmacologia da Universidade 

Federal da Paraíba (UFPB), sob responsabilidade do Prof. Dr. Reinaldo Nóbrega de Almeida.  

   

4.1.2 Substâncias 

 

Todas as substâncias utilizadas neste estudo, incluindo os fármacos padrão, agonistas, 

antagonistas e os isômeros de citronelal, foram adquirido da Sigma–Aldrich (St. Louis, MO, 

EUA), com exceção da morfina e naloxona que foram doados pelo laboratório farmacêutico 

brasileiro, Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos, LTDA (Itapira, SP, BR). Todas as 

substancias utilizadas no estudo, e em posse do laboratório, foram armazenadas em local e 

temperatura apropriadas no almoxarifado do Laboratório de Psicofarmacologia/ UFPB. Todas 

as substâncias foram diluídas em solução salina e administrado por via intraperitoneal (i.p.) em 

um volume total de 0,1 mL/10 g. Os isomeros de citronellal foram inicialmente emulsificado 

com Tween 80 (0,5%) em soro fisiológico 0,9%. O grupo controle recebeu o veículo (Tween 

80-0,5% em solução salina a 0,9%). 

 

4.1.3 Animais 

 Para a realização dos experimentos, foram utilizados camundongos Swiss (Mus 

musculus), machos, adultos, saudáveis, pesando entre 25 e 35 gramas, com seis semanas de 
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vida, disponibilizados pelo Biotério Prof. Thomas George da Universidade Federal da Paraíba 

(UFPB). O protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal 

Pesquisa da Universidade Federal da Paraíba, sob protocolo CEUA nº 9586090819 (Anexo I). 

O presente estudo caracterizou-se como um ensaio não-clínico, randomizado, 

controlado e duplo-cedo, estando de acordo com as normas do Conselho Nacional de Controle 

da Experimentação Animal (CONCEA). O protocolo experimental utilizou-se ferramentas in 

silico para obtenção de dados preliminares e prevenção da extrapolação de número de animais 

a serem utilizados. Os experimentos foram realizados de acordo com as diretrizes atuais para o 

cuidado de animais de laboratório, bem como diretrizes éticas para investigações de dor 

experimental em animais (Damy, et al, 2010) 

Os animais foram submetidos ao ciclo claro-escuro de 12 horas (claro 6-18h), com água 

e dieta balanceadas ad libitum. Todos os experimentos foram executados sempre utilizando os 

mesmos observadores, previamente calibrados, no turno da tarde. As bancadas metálicas e os 

aparelhos utilizados foram higienizados com álcool 70%, entretanto, durante os testes, foi 

utilizado etanol com baixa graduação (10%), na tentativa de diminuir possíveis odores que 

possam interferir no comportamento dos animais. Para a avaliação, foram utilizadas caixas de 

madeira em formato triangular, com duas paredes de 25cm de altura e largura, formadas por 

espelho e vidro transparente. O pesquisador, previamente treinado, realizou a observação direta 

intensiva do comportamento do camundongo.  

Para o cálculo amostral, foram utilizados os resultados obtidos a partir das investigações 

de La Rocca et al. (2017). Assim, adotou-se um estudo como bicaudal, com nível de 

significância de 5%, r= -0,878 (magnitude do efeito) e poder estatístico de 80%, resultando em 

6 animais por grupo. Ao final dos experimentos, o quantitativo de 336 animais fora utilizado, e 

sua participação no estudo descrita no relatório final ao CEUA (Anexo II). 
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4.1.3.1 Eutanásia   

 

Para diminuir ou evitar o sofrimento dos animais foram respeitados os tempos limites 

de exposição do animal aos estímulos dos testes, a fim de evitar lesão tecidual e estresse 

desnecessário. Após o período experimental, os camundongos foram pré-anestesiados com 

acepromazina (4 mg/kg), e anestesiados com uma mistura de cloridrato de quetamina (300 

mg/kg) por via intramuscular e cloridrato de xilazina (30 mg/kg) por via intraperitoneal, em 

dose suficiente para eliminar o reflexo corneal. Após a ausência do reflexo corneal, administra-

se 2 mmol/kg de cloreto de potássio e os camundongos são eutanasiados por deslocamento 

cervical (Association American Veterinary Medical – AVMA, 2020; BRASIL, 2019). Todos 

os procedimentos desde o início do estudo até o momento de eutanásia foram realizados para 

evitar o sofrimento, reduzir o desconforto e dor dos animais. 

 

4.2 ENSAIOS in silico 

 

As simulações de Docking molecular foram utilizadas para investigar o mecanismo de 

ação dos monoterpenos (R)-Citronelal e (S)-Citronelal, através da afinidade de ligação dos 

compostos e as enzimas selecionadas no estudo, para que contribua com o efeito nos receptores 

que, uma vez ativados, iniciam uma cascata de eventos bioquímicos que culminam com a 

nocicepção.   

Para isso foi realizado um rastreio com diversas proteínas envolvidas para esses efeitos. 

Para utilização como compostos testes as estruturas do (R)-(+) e (S)-(-) citronelal foram obtidas 

através do PubChem (respectivamente “https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/75427” e 

“https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/443157”). As estruturas 3D das enzimas 

referentes aos receptores de Glutamato foram obtidas do Protein Data Bank (PDB) 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/75427
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/443157
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(https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do) (BERNSTEIN et al., 1977). As proteínas 

selecionadas e informações detalhadas sobre elas podem ser visualizados na Tabela 2. 

Inicialmente, todas as moléculas de água foram removidas da estrutura cristalina e o desvio 

quadrático médio (RMSD) foi calculado a partir das poses, indicando o grau de confiabilidade 

do ajuste. O RMSD fornece o modo de conexão próximo à estrutura experimental e é 

considerado bem-sucedido se o valor for inferior a 2,0 Å. 

 

Tabela 2 - Informações sobre as proteínas selecionadas no estudo. 

 

Proteína PDB ID Controle Positivo Resolução 

 

 

Receptor de 

Glutamato 

AMPA 

 

 

3DLN  

 

 

Perampanel 

 

 

1.91 Å 

 

Receptor de 

Glutamato 6 

 

 

1S50   

3-cloro-N-(piridin-3-ilmetil)-1-benzotiofeno-2-

carboxamida 

 

 

1.65 Å 

https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
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Receptor de 

Glutamato 

NMDA 

 

 

2A5S  

 

Dizocilpine 

 

 

1.70 Å 

Receptor 

Transient -

TRPV1 

5IRZ 

 

 

 

Capsaicin 

 

3.28 Å 

 

Receptor 

Transient -

TRPM8 

 

7WRE 

 

Capsazepina 

2.52 Å 

 

 

Receptor 

Transient  - 

TRPA1 

 

7JUP 

 

Borneol 

 

2.64 Å 
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Receptor 

Opioide kappa 

4DJH  

 

JDTic 

2.90 Å 

Receptor 

Opioide Delta 

4EJ4  

 

Naltrindol 

3.40 Å 

Receptor 

Opioide Mu 

5CM1  

 

BU72 

2.07 Å 

 

 

 

4.2.1 Molegro Virtual Docker (MVD) 6.0 

 

O software Molegro Virtual Docker v.6.0.1 (MVD) foi utilizado com os parâmetros 

predefinidos no mesmo software. O ligante complexado foi usado para definir o sítio ativo. Em 

seguida, os compostos foram importados, para analisar a estabilidade do sistema através das 

interações identificadas com o sítio ativo da enzima, tomando como referência o valor 

energético do MolDock Score (AZEVEDO & WALTER, 2010). O algoritmo MolDock SE 
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(Simplex Evolution) foi usado com os seguintes parâmetros: Um total de 10 execuções com um 

máximo de 1.500 interações usando uma população de 50 indivíduos, 2.000 etapas de 

minimização para cada resíduo flexível e 2.000 etapas de minimização global por simulação. A 

função de pontuação MolDock Score (GRID) foi usada para calcular os valores de energia de 

encaixe. Um GRID foi fixado em 0,3 A e a esfera de busca foi fixada em 15 A de raio. Para a 

análise da energia do ligante, foram avaliadas as interações eletrostáticas internas, ligações de 

hidrogênio internas e torções sp2-sp2 (THOMSEN & CHRISTENSEN, 2006). 

Os resultados para cada cálculo foram analisados para obter os valores de energia de 

afinidade (Kcal/mol) para cada conformação do ligante em seu respectivo complexo, e 

imprecisões estruturais prováveis foram ignoradas nos cálculos. 
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4.3 ENSAIOS in vivo 

 

4.3.1 Triagem Farmacológica 

 

A triagem farmacológica experimental é uma metodologia simples que possibilita 

verificar o potencial terapêutico que o agente testado possui e, em caso negativo, descartá-lo, 

evitando desperdício de tempo, droga e animais. Para avaliar o possível efeito de uma droga no 

Sistema Nervoso Central (SNC), são tomados como parâmetros o aparecimento de alguns sinais 

ou mesmo alteração do comportamento de camundongos (ALMEIDA et al., 2006). 

Os animais foram divididos em grupos e tratados com as duas substâncias teste, (R)-(+) 

e (S)-(-) citronelal, por via intraperitoneal, nas concentrações de 25, 50 e 100 mg/kg cada, doses 

estas baseadas em resultados de estudos preliminares realizados por Melo et al. (2010) e as 

alterações decorrentes da administração das drogas-teste foram comparadas ao grupo que 

receberá somente o veículo. Foram feitas anotações dos parâmetros comportamentais (Anexo 

III) em intervalos compreendidos entre 0-30; 31-60; 61-120 e 121-240 minutos após o 

tratamento. (ALMEIDA et al., 2006). 

 

4.3.2 Avaliação da coordenação motora (teste do rota-rod) 

 

Este teste, descrito por Dunham e Miya (1957), avalia uma possível propriedade 

miorelaxante ou neurotóxica de algumas drogas com perfil depressor no SNC (DE SOUSA et 

al., 2007). Nessa metodologia, a coordenação motora é verificada por meio da capacidade do 

animal em permanecer sobre uma barra giratória em intervalos de tempo pré-estabelecidos 

(MATTEI & FRANÇA, 2006). 
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Foi realizado uma pré-seleção dos animais 24 horas antes do experimento (não haverá 

administração das drogas). Nesta pré-seleção foram excluídos os animais que não conseguirem 

permanecer sobre a barra giratória (7 rotações por minuto) por, pelo menos, um minuto em três 

tentativas. 

No dia do experimento, os camundongos foram colocados na barra giratória e foi 

cronometrado o tempo de permanência, em até 3 minutos, sendo estabelecido um limite 

máximo de três quedas para cada animal (DUNHAM e MIYA, 1957). A avaliação da 

coordenação motora foi avaliada após 30, 60 e 120 minutos da administração da droga. A cada 

grupo de animais (n=6), foram administradas doses do (R)-(+) e (S)-(-) citronelal na 

concentração de 50, 100 e 150 mg/kg cada e como grupo controle positivo foi utilizado o 

Diazepam (4mg/kg). 

 

4.3.3 Avaliação da atividade antinociceptiva 

 

4.3.3.1   Teste da placa quente 

 

Este teste, descrito por Eddy e Leimback (1953), representa uma modificação do modelo 

original de Woolfe e MacDonalds (1944). Consiste em quantificar o tempo que o animal 

permanece sobre uma superfície metálica previamente aquecida a 56 ± 1º C. O tempo em 

segundos que o animal leva para lamber, levantar ou morder uma das patas é cronometrado e 

considerado como um indicativo de dor, já que são respostas nociceptivas integradas supra-

espinhalmente (YAMAMOTO et al., 2002). 

Os animais foram pré-selecionados, sem a administração de nenhuma substância, e 

foram considerados aptos os que obtiverem um tempo de resposta a dor inferior a 10 segundos 

quando colocados sobre a placa quente aquecida. Os camundongos foram individualmente 
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colocados sobre a placa aquecida após 30, 60 e 120 minutos dos tratamentos com veículo, com 

as substancias teste (R)-(+) e (S)-(-) citronelal na concentração de 50, 100 e 150 mg/kg cada, 

ou morfina (10 mg/kg, i.p.) como controle positivo. O tempo máximo foi definido como 15 

segundos para evitar lesão tecidual. 

 

4.3.3.2   Teste da formalina 

 

O teste da formalina foi realizado como descrito por Hunskaar e Hole (1985) em 

camundongos. Nesta metodologia, foi realizada uma administração de 20 μl de formalina a 2% 

na região subplantar da pata traseira direita do animal, o que induz à estimulação dos 

nociceptores, sendo o tempo de lambida da pata considerado indicativo de resposta nociceptiva 

(SOUZA et al., 2000). É um modelo bifásico de comportamento de dor, onde se observa a fase 

neurogênica, que ocorre após cerca de 5 minutos onde a inibição dessa fase é indicativa de 

drogas analgésicas que atuam a nível central; após um período de 10 minutos (interfase), é 

contabilizado o tempo de lambida da pata por um período de 15 minutos, onde se observa a fase 

inflamatória, que é gerada pela ativação dos nociceptores e também pela liberação de 

mediadores químicos da inflamação. 

A formalina foi administrada por via subplantar na pata posterior direita após 30 minutos 

dos tratamentos com veículo, com as substancias teste (R)-(+) e (S)-(-) citronelal na 

concentração de 50, 100 e 150 mg/kg cada, ou morfina (10 mg/kg, i.p.) como controle positivo. 

O tempo total de lambida da pata foi registrado nas duas fases descritas após a injeção da 

formalina. 
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4.3.4 Análise pela via opióide 

 

A via opióde apresenta uma das mais ulitizadas no tratamento da dor atualmente e uma 

das drogas de primeira escolha como padrão ouro de utilização nos estudos de nocicepção. Para 

a investigação de um possível envolvimento e suas modificações nos receptores opioides bem 

como na resposta antinociceptiva do (R)-(+) e (S)-(-) citronelal, foi utilizado a naloxona, que é 

um antagonista não seletivo dos receptores opioides (BODNAR et al., 2009). 

O grupo controle foi tratado com veículo. Outros grupos contendo 6 camundongos cada 

foram tratados com doses de (R)-(+) e (S)-(-) citronelal, e o controle positivo morfina 10 mg/kg, 

i.p., respectivamente. Mais grupos receberão um pré-tratamento com naloxone (5 mg/kg, s.c.), 

15 minutos antes da administração de (R)-(+) ou (S)-(-) citronelal, ou morfina. Após 30 minutos 

da administração de morfina e (R)-(+) ou (S)-(-) citronelal, os camundongos foram submetidos 

ao teste da formalina. 

 

4.3.5 Avaliação antinociceptiva com alvos específicos 

 

Para os estudos subsequentes, foi selecionado o isômero com maior atividade em sua 

concentração mais efetiva que foi observado em todos os estudos e não foi determinado ainda 

seu mecanismo de ação, chegando ao resultado do isômero (S)-(-) citronelal (100 mg/kg). 

 

4.3.5.1   Via Glutamatérgica 

 

Inicialmente, o teste de indução de nocicepção por glutamato foi realizado. Esse 

experimento foi descrito por Beirith, Santos e Calixto (2002), com modificações. Os animais 

foram submetidos à administração intraperitoneal (S)-(-) citronelal (100 mg/kg), veículo 
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(controle) e MK-801 (Dizocilpina) (10 mg/kg), (um inibidor específico do receptor de 

glutamato), 30 minutos antes da injeção de glutamato. Foi utilizado um volume de 20 µL de 

solução de glutamato (30 µM/pata), que foi injetado intraplantarmente na superfície ventral da 

pata traseira direita do camundongo. Em seguida, os animais foram observados por 15 minutos 

após a aplicação do glutamato. 

 

 

4.3.5.2   Via do receptor transitório 

 

A nocicepção induzida pela capsaicina foi realizada por injeção subcutânea de 20 μL 

(2,5 µg) de capsaicina, dissolvida em etanol, dimetil sulfóxido e água destilada (1:1:8), por via 

intraplantar na superfície ventral do camundongo pata traseira direita. Os animais foram 

submetidos à administração intraperitoneal (S)-(-) citronelal (100 mg/kg), veículo (controle) 

morfina (10 mg/kg), 30 min antes do injeção de capsaicina. O comportamento nociceptivo de 

lamber a pata foi observado por 20 minutos (TAMADDONFARD et al., 2015).  

 

4.3.6 Avaliação de mecanismo de ação utilizando antagonistas específicos 

 

Os seguintes testes foram realizados para tentar determinar um possível mecanismo de 

ação do composto estudado, para isso, foram utilizados antagonistas conhecidos de cada via 

envolvida, direta ou indiretamente, com a nocicepção, para descobrir se a inibição dessa via 

seria capaz de reverter a atividade do (S)-(-) citronelal. Para definir o efeito nociceptivo, foi 

utilizado o teste da formalina descrito acima, com um pré-tratamento dos antagonistas. 

Cada grupo recebeu pré-tratamento com o antagonista da via 15 minutos antes da 

administração de (S)-(-) citronelal, sendo eles: glibenclamida (10 mg/kg, s.c.) para avaliar a 
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ação nos canais K+ATP, ioimbina (0,15 mg/kg, i.p.) para avaliar a ação nos receptores α2-

adrenérgicos, sulpirida (20 mg/kg s.c.) para a via dopaminérgica, ou cafeína (10 mg/kg s.c.) 

como antagonista do receptor adenosinérgico. Após 15 minutos de pré-tratamento, eles foram 

tratados intra-peritonealmente com (S)-(-) citronelal (100 mg/kg) ou veículo (controle). Após 

30 minutos, o teste da formalina foi realizado (LOPES, et.al. 2012). 
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4.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

4.4.1  Gerenciamento dos dados e cegamento 

 

O gerenciamento dos dados e métodos de cegamento foram realizados objetivando 

reduzir possíveis vieses no método de coleta e análise dos dados. A pesquisa teve o 

sequenciamento de testes randomizados, com alocação aleatória dos animais, utilizando o 

software Random Allocation 2.0. 

O cegamento dos experimentos irá ocorrer da seguinte forma: o pesquisador A realizou 

a preparação dos materiais necessários para a execução dos testes e codificação dos animais e 

fez aplicação das substâncias; o pesquisador B, que estava cego para as substâncias e doses 

recebidas pelo animal fez a observação direta intensiva do comportamento nociceptivo do 

animal, de acordo com o tempo de cada substância indutora. A seguir, a análise estatística dos 

dados foi realizada pelo pesquisador C, também cego. Por fim, o pesquisador A fez a 

recodificação dos dados analisados pelo pesquisador C. 

 

4.4.2 Análise de resultados  

 

Para a análise estatística, utilizou-se o teste ANOVA one-way seguida pelo teste de 

comparações múltiplas de Dunnett, foi realizado usando GraphPad Prism versão 8.0.0 para 

Windows (GraphPad Software, San Diego, Califórnia, EUA, “www.graphpad.com”). Os dados 

obtidos foram expressos como média ± e.p.m. (erro padrão da média), sendo os valores 

considerados significativos, quando apresentassem um nível de significância de 5%. 

 

 

http://www.graphpad.com/
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

5.1. DOCKING MOLECULAR 

 

Os compostos (R)-Citronelal e (S)-Citronelal foram submetidos ao rastreio por meio de 

Docking molecular em 9 proteínas referentes aos receptores de Glutamato do tipo AMPA, 

NMDA e GLU-R3, aos receptores opioides do tipo kappa, Delta e Mu., e receptores transient: 

TRPV1, TRPM8 e TRPA1.  Os resultados de docking foram gerados utilizando a função de 

pontuação MolDock Score. Valores mais negativos indicaram melhores previsões para a função 

de pontuação em estudo. A proteína em que o composto obteve valores de energia de ligação 

menor ou próximo ao controle positivo foi considerada ativa. 

Tabela 3 – Valores de RMSD para as proteínas selecionadas no estudo. 

Proteína (PDB) Ligante PDB RMSD 

Receptor de Glutamato AMPA 

(PDB: 3DLN) 

GLU 0.16 

Receptor de Glutamato 3 

(PDB: 1S50) 

GLU 0.20 

Receptor de Glutamato NMDA 

(PDB: 2A5S) 

GLU 0.13 

Receptor Opioide kappa 

(PDB: 4DJH) 

JDC 0.22 

Receptor Opioide Delta 

(PDB: 4EJ4) 

EJ4 0.19 

Receptor Opioide Mu 

(PDB: 5C1M) 

VF1 0.29 

 

Os resultados de docking gerados pelo algoritmo MolDock Score foram validados pelo 

redocking do ligante cristalográfico com todas as proteínas investigadas. Os desvios da raiz 

quadrada média (RMSDs) das poses de ajuste obtidas foram calculados em comparação com a 

estrutura cristalina. Os valores RMSD inferiores a 2 Å indicam um grau ideal de confiabilidade 

de triagem (Hung et al., 2011). As informações sobre as estruturas de partida e os resultados da 

validação de redocking são mostradas na Tabela 3. Durante a análise de redocking, a maioria 
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dos valores RMSD estavam abaixo de 2,0 Å, ou seja, as poses geradas posicionaram o ligante 

corretamente no local ativo. Com exceção dos receptores transiente (TRPA1; TRPM8 e 

TRPV1) que apresentaram valores de RMSD acima do esperado e suas estruturas foram 

normalizadas por meio de homologia. No geral, os programas forneceram valores considerados 

satisfatórios para a validação do docking. 

 

5.1.1 Receptores glutamatérgicos 

 

A tabela 4 mostra as energias de ligação e as interações realizadas pelos (R)-(+) e (S)-

(-) citronelal com os receptores: receptor metabotrópico para o glutamato seis (mGluR6; PDB 

ID: 1S50); N-metil-D-aspartato (NMDA; PDB ID: 2A5S); ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-

isoxazolepropiônico (AMPA; PDB ID: 3DLN). Usando como base o ligante endógeno 

glutamato e representadas em 2D e 3D as interações realizadas pelas moléculas nas figuras 3, 

4 e 5.  Os controles positivos, com suas interações 2D e 3D demostrados nas figuras 6, 7 e 8, 

não apresentaram energia semelhante ao ligante endógeno glutamato e nem se aproximaram 

dos compostos teste. Sendo excluídos da tabela e discorridos a seguir.  

O controle positivo para efeito antagônico no receptor mGluR6, 3-cloro-N-(piridin-3-

ilmetil)-1-benzotiofeno-2-carboxamida, demostrado na Figura 6, apresentou um moldock 

score de -20,95,  apresentando interações estéricas (linhas tracejadas em vermelho), sendo estas 

situadas nos anéis aromáticos e foram efetuadas pelos resíduos Ala 91 e Met 190. As interações 

hidrofóbicas (linhas tracejadas em rosa, lilás e azul) compreenderam os grupamentos apolares 

e foram formadas por meio dos aminoácidos Ala 142, Tyr 61, Ala 91, Glu 191, Phe 188, Ala 

137 (2 interações) e Val 138 (2 interações). As interações de hidrogênio (linhas tracejadas em 

verde) foram estabelecidas pelos resíduos Ala 142 e Thr 143 e foram observadas no átomo de 

Oxigênio (O) da carbonila. 
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Tabela 4- Docking realizado com os ligantes (R)-(+) e (S)-(-) citronelal em receptores 

Glutamatérgicos, exibindo os valores da energia de interação, e os resíduos dos quais são feitos 

essa ligação, dos compostos e do ligante padrão dos receptores.  

Proteína Nome 
Energia 

(Kcal/mol) 
Interação 

1S50 

(mGluR6) 

Ligante 

Glutamato 
-89.1086 

Tipo Resíduos 

Lig-H 2-Thr143, 2-Ala142, 2-

Arg96, 1-Ala91, 1-

GLu191, 1-Pro89 

Eletrostática 2-Arg96, 2-Glu191 

Estérica 1Tyr-61, 1Tyr143 

(R)-(+) citronelal 
-78.5104 

 

Lig-H 1-Ala142, 1-Arg96 

Eletrostática - 

Estérica 1-Val138, 1-Thr142, 2-

Ala142, 1-Glu191, 

1Pro-89, 1-Tyr61 

 (S)-(-) citronelal 
-87.3034 

 

Lig-H 1-Ala91, 1-Arg96 

Eletrostática - 

Estérica 1-Leu189, 1-Arg96, 2-

Tyr61, 2-Thr143, 2-

Glu191 

2A5S 

(NMDA) 

Ligante 

Glutamato 
-101.002 

Tipo Resíduos 

Lig-H 2-Thr147, 1Asp215, 2-

Arg121, 1-Thr116, 1-

Ser173, 1-Ser114 

Eletrostática 2-Arg121, 1His88, 1-

Asp215 

Estérica - 

(R)-(+) citronelal -90.4425 

Lig-H 1-Arg121, 1-Thr116 

Eletrostática - 

Estérica 1-Thr174, 2-Val162, 1-

Asp215, 1-Ser173, 1-

Ser114 

(S)-(-) citronelal -88.1719 

Lig-H 1-Arg121, 1-Ser173 

Eletrostática - 

Estérica 2-Ser114, 1-Glu16, 1-

Arg121, 1-Tyr116, 1-

Asp215, 1-His88,1-Gly-

172, 1-Thr174, 1-

Val161, 1-Glu175 

3DLN 

(AMPA) 

Ligante 

Glutamato 
-98.9649 

Tipo Resíduos 

Lig-H 2-Arg96, 1-Thr91, 1-

Glu193, 1-Pro89, 2-

Ser142, 2-Thr143 

Eletrostática 2-Arg96, 1-Glu193 

Estérica 1-Thr143, 1-Ser142 

(R)-(+) citronelal -83.673 Lig-H 1-Arg96 
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Eletrostática - 

Estérica 1-Thr220, 2-Thr143, 1-

Leu190, 1Gly-141, 1-

Arg96, 1-Thr91, 1-

Pro89, 1-Met196 

(S)-(-) citronelal -90.2538 

Lig-H 1-Ser142, 1-Thr91, 1-

Arg96 

Eletrostática - 

Estérica 1-Thr143, 1-Leu191, 2-

Glu193, 1-Thr61, 1-

Pro89, 1-Thr91, 2-

Arg96 
Fonte: Pesquisa direta com dados do programa Molegro Virtual Docker v. 6.0.1 (2020) 

 

  O controle positivo com efeito antagônico para receptores AMPA, Perampanel, 

apresentou um moldock score de -29,68. Este, como visualizado na Figura 7, estabeleceu 

interações estéricas (linhas tracejadas em vermelho e laranja) por meio dos resíduos Lys 144, 

Gly 141, Arg 96, Thr 174, Met 196 (4 interações), Glu 193 (3 interações), Thr 143 e Leu 138. 

As interações de hidrogênio (linhas tracejadas em verde) foram visualizadas no grupamento 

carbonila e nos átomos de Nitrogênio (N), sendo estabelecidas pelos aminoácidos Ser 142, Tyr 

61 e Leu 138. A interação hidrofóbica foi o último tipo de interação visualizado, 

compreendendo os resíduos Leu 90, Tyr 61 (2 interações), Leu 192 e Leu 138 (2 interações).  

O controle positivo para receptores NMDA, Dizolcilpine apresentou um moldock score 

de -58,15, e como visto na Figura 8, apresentou interações do tipo estéricas (linhas tracejadas 

em vermelho) que corresponderam aos resíduos Arg 121 e Ser 173 (2 interações). As interações 

de hidrogênio (linhas tracejadas em verde) foram observadas através dos resíduos Glu 16 e Thr 

116. Já as interações hidrofóbicas compreenderam os grupos apolares da molécula e se 

formaram por meio dos aminoácidos Tyr 214 (2 resíduos), Gly 172 e His 88 (2 interações). 

As energias de afinidade de ligação do composto (S)-(-) citronelal apresentam valor 

semelhante ao ligante padrão glutamato para o receptor mGLuR6 (receptor metabotrópico do 

glutamato do tipo 6). Esta interação pode ser devido ao posicionamento espacial que favoreceu 

a interação da molécula com os resíduos de forma semelhante ao glutamato, como mostrado na 
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Figura 3. Nessa figura é possível observar a interação da parte hidrofílica da molécula com o 

resíduo de arginina 96, esta interação apresenta-se de forma eletrostática na molécula do 

glutamato e por meio de interações estéricas e de hidrogênio na molécula do (S)-(-) citronelal, 

para seu isômero, (R)-(+) citronelal, foi possível observar uma interação apenas estérica com 

este resíduo o que pode ter conferido uma menor energia de afinidade para esta molécula, além 

do que a mudança no posicionamento espacial parece ter conferido uma maior distância a este 

resíduo. As interações de hidrogênio que a molécula (S)-(-) citronelal apresentaram, demostram 

que talvez o resíduo de alanina91 possa apresentar um maior papel na ativação do receptor ou 

ao menos conferir uma maior energia de afinidade, enquanto que o isômero (R)-(+) citronelal 

apresentou uma interação com o resíduo de alanina 142, não tão próximo da molécula o que 

pode ter garantido uma menor energia de afinidade para este isômero.  

No receptor NMDA as energias não apresentaram grande variação entre os isômeros, 

ambos apresentando uma proximidade com a energia de ligação da molécula padrão. Porém 

como visto na figura 4, o composto (S)-(-) citronelal apresentou uma maior interação estérica 

com os resíduos a sua volta, enquanto que o (R)-(+) citronelal não apresentou tantas ligações 

mas teve uma energia de afinidade ligeiramente maior.  

Em relação ao receptor AMPA, foi possível observar uma maior energia de afinidade 

para o isômero (S)-(-) citronelal, talvez explicada por um maior número de interações de 

hidrogênio realizadas por sua molécula em comparação ao (R)-(+) citronelal que apresentou 

apenas uma com o resíduo de arginina 96, visualizado melhor na figura 5. Porém com uma 

interação menor em relação ao ligante padrão, que apresentou mais interações e uma maior 

energia de afinidade.  
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Fonte: Pesquisa direta com dados do programa Molegro Virtual Docker v. 6.0.1 (2020) 

Figura 3- Interação das moléculas com os resíduos de aminoácidos do receptor mGluR6. 

Apresentando três tipos de interações, elétrica (pontilhado verde), estérica (pontilhado 

vermelho) e interações de hidrogênio (pontilhado azul). A) Molécula do glutamato, como 

ligante padrão; B) (R)-(+) citronelal; e C) (S)-(-) citronelal. 
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Fonte: Pesquisa direta com dados do programa Molegro Virtual Docker v. 6.0.1 (2020) 

Figura 4- Interação das moléculas com os resíduos de aminoácidos do receptor NMDA. 

Apresentando três tipos de interações, elétrica (pontilhado verde), estérica (pontilhado 

vermelho) e interações de hidrogênio (pontilhado azul). A) Molécula do glutamato, como 

ligante padrão; B) (R)-(+) citronelal; e C) (S)-(-) citronelal. 
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Fonte: Pesquisa direta com dados do programa Molegro Virtual Docker v. 6.0.1 (2020) 

Figura 5- Interação das moléculas com os resíduos de aminoácidos do receptor AMPA. 

Apresentando três tipos de interações, elétrica (pontilhado verde), estérica (pontilhado 

vermelho) e interações de hidrogênio (pontilhado azul). A) Molécula do glutamato, como 

ligante padrão; B) (R)-(+) citronelal; e C) (S)-(-) citronelal. 
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Figura 6 - Interações 2D e 3D entre o Controle positivo 3-cloro-N-(piridin-3-ilmetil)-1-

benzotiofeno-2-carboxamida e o receptor de Glutamato 6. As ligações de hidrogênio são 

destacadas em verde; as interações hidrofóbicas são destacadas em rosa, azul e em lilás e as 

interações estéricas são destacadas em vermelho. 

 

Figura 7- Interações 2D e 3D entre o (R)-Citronelal (A), o (S)-Citronelal (B) o Controle 

positivo Perampanel e o receptor de Glutamato AMPA. As ligações de hidrogênio são 

destacadas em verde; as interações hidrofóbicas são destacadas em rosa e em lilás e as 

interações estéricas são destacadas em vermelho.  

 

Figura 8 - Interações 2D e 3D entre o (R)-Citronelal (A), o (S)-Citronelal (B) o Controle 

positivo Dizocilpine e o receptor de Glutamato NMDA. As ligações de hidrogênio são 

destacadas em verde; as interações hidrofóbicas são destacadas em rosa e lilás e as interações 

estéricas são destacadas em vermelho.  
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Estudos anteriores demostraram o poder dos receptores glutamatérgicos de mediarem a 

atividade nociceptiva no organismo, bem como o efeito antiálgico da sua inibição. Desta forma 

pode-se pensar em que os isômeros (R)-(+) e (S)-(-) citronelal tenham o seu mecanismo de ação 

relacionados à atuação direta nesses receptores, podendo inibir o efeito nociceptivo da sua 

ativação ou ativando especificamente alguns de seus subtipos, que são relacionados à 

modulação e controle da atividade álgica por esta via. Visto que o isômero (S)-(-) citronelal, 

demostrou in sílico uma maior atividade e afinidade por estes receptores, espera-se uma melhor 

atividade em estudos in vivo, ou garantir maior especificidade (NEUGEBAUER, 2002; 

BLEAKMAN, et al., 2006; PALAZZO, et al., 2017).  

Para Santos et al. (2016), a atividade do citronelal está relacionada aos receptores 

glutamatérgicos, visto que em seus estudos que demostraram a atividade anti-hiperalgésica do 

composto frente às metodologias in vivo utilizadas, também foi realizada uma atividade in sílico 

demostrando a interação semelhante ao glutamato em receptores do tipo 2 (GluR2). Esta 

atividade frente aos resultados expostos, concretizam a necessidade de realização de estudos 

mais completos com a molécula do citronelal e seus isômeros, para elucidação do seu 

mecanismo de ação e comprovação da sua atividade em receptores glutamatérgicos, bem como 

participação em outros receptores.  

 

5.1.2 Receptores opióides 

 

A capacidade dos isômeros (R)-(+) e (S)-(-) citronelal de se ligar aos receptores opióides 

foi demostrado na tabela 5, mostrando as energias de ligação com os receptores: receptor 

opiode mü (µ; PDB ID: 5CM1); receptor opiode kappa (ĸ; PDB ID: 4DJH); receptor opiode 

delta (δ; PDB ID: 4EJ4). 
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Tabela 5- Docking realizado com os ligantes (R)-(+) e (S)-(-) citronelal em receptores opióides, 

exibindo os valores da energia de interação, e os resíduos dos quais são feitos essa ligação, dos 

compostos e do ligante padrão dos receptores.  

Proteína Nome 
Energia 

(Kcal/mol) 
Interação 

4DJH 

(kappa) 

Ligante 

JDTic 
-136.158 

Tipo Resíduos 

Lig-H - 

Eletrostática - 

Estérica 5-Asp138, 1-Ile316, 1-Val230, 1-

Gln115 

(R)-(+) 

citronelal 
-70.4943 

Lig-H 1-His291 

Eletrostática - 

Estérica 1-Asp138 

(S)-(-) 

citronelal 
-73.1249 

Lig-H - 

Eletrostática - 

Estérica 1-Tyr320 

4EJ4 

(delta) 

Ligante 

naltrindol 
-78.3401 

Tipo Resíduos 

Lig-H 1-Tyr129 

Eletrostática - 

Estérica 2-Asp128 

(R)-(+) 

citronelal 
-67.4009 

Lig-H 1-His278 

Eletrostática - 

Estérica - 

(S)-(-) 

citronelal 
-67.3551 

Lig-H 1-Tyr129 

Eletrostática - 

Estérica - 

5C1M 

(mü) 

Ligante 

BU72 
-79.2104 

Tipo Resíduos 

Lig-H 1-Tyr326 

Eletrostática - 

Estérica 1-Tyr326, 5-Asp147 

(R)-(+) 

citronelal 
-56.8301 

Lig-H - 

Eletrostática - 

Estérica - 

(S)-(-) 

citronelal 
-50.2604 

Lig-H 1-Tyr326 

Eletrostática - 

Estérica - 
Fonte: Pesquisa direta com dados do programa Molegro Virtual Docker v. 6.0.1 (2020) 

Os compostos (R)-(+) e (S)-(-) citronelal apresentaram uma energia de afinidade com 

os receptores kappa opioides, porém não tão próximas ao ligante de maior afinidade datado na 

literatura, JDTic, isto deve ser devido à extensão da molécula para um melhor acoplamento na 

fenda de sinalização do receptor, como visto no acoplamento da Figura 9, além do baixo 

número de interações realizadas pelo isômero em relação à molécula padrão (WU, et al., 2012). 
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Para os receptores delta opioides, os isômeros apresentaram energias de afinidade 

semelhantes porem com diferentes interações, enquanto o (R)-(+) citronelal apresenta interação 

de hidrogênio com o resíduo de histidina278, o (S)-(-) citronelal apresenta interação de 

hidrogênio com o resíduo de tirosina129, semelhante ao natrindol, molécula de ação especifica 

para receptores delta opioides, como é possível visualizar na Figura 10. O que pode caracterizar 

uma atuação biológica semelhante da molécula padrão e ativação dos receptores delta opioides 

pelo isômero (S)-(-) citronelal, podendo apresentar uma atividade distinta do isômero (R)-(+) 

citronelal no meio in vivo apesar das suas energias de afinidade com o receptor serem 

praticamente idênticas (GRANIER et al., 2012). 

Já em relação ao receptor mü opióide foi possível observar uma energia de afinidade 

distinta entre os isômeros e uma distância entre eles e a atividade do padrão BU72, sendo este 

um composto de muita afinidade ao receptor mü opióide. (HUANG, et al., 2015) Semelhante à 

atividade com o receptor delta opióide, foi possível visualizar uma interação de hidrogênio 

semelhante entre a molécula (S)-(-) citronelal e o padrão, sendo esta realizada no resíduo de 

tirosina326, como mostrado na Figura 11, enquanto que o (R)-(+) citronelal não apresenta 

interação aparente com nenhum resíduo da proteína.  

Estudos anteriores derivaram a atividade antinociceptiva do citronelal da sua interação 

com receptores opioides, o que poderia ser caracterizado como uma via de supressão central 

para a dor de grande valia para estudos futuros, entretanto não foi realizado a diferenciação 

isomérica e utilizado somente a mistura racêmica do produto puro. Foi visto por este estudo in 

sílico uma maior probabilidade de ação do isômero (S)-(-) citronelal em relação aos receptores 

opioides, sendo o receptor delta o de interação mais semelhante ao seu ligante de maior 

afinidade. Dito isto, é valido serem feitos testes in vivo com ambos os isômeros para 

determinação do que apresenta melhor atividade e formulação do seu mecanismo de ação. 

(QUINTANS-JUNIOR et al., 2010). 
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Figura 9- Interação das moléculas com os resíduos de aminoácidos do receptor kappa opióide. 

Apresentando três tipos de interações, elétrica (pontilhado verde), estérica (pontilhado 

vermelho) e interações de hidrogênio (pontilhado azul). A) Molécula do JDTic, como ligante 

padrão; B) (R)-(+) citronelal; e C) (S)-(-) citronelal.  
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Figura 10- Interação das moléculas com os resíduos de aminoácidos do receptor delta opióide. 

Apresentando três tipos de interações, elétrica (pontilhado verde), estérica (pontilhado 

vermelho) e interações de hidrogênio (pontilhado azul). A) Molécula do naltrindol, como 

ligante padrão; B) (R)-(+) citronelal; e C) (S)-(-) citronelal.  
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Figura 11- Interação das moléculas com os resíduos de aminoácidos do receptor mü opióide. 

Apresentando três tipos de interações, elétrica (pontilhado verde), estérica (pontilhado 

vermelho) e interações de hidrogênio (pontilhado azul). A) Molécula do JDTic, como ligante 

padrão;B) (R)-(+) citronelal; e C) (S)-(-) citronelal.  
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5.1.3 Receptores de potencial transitório 

 

Os isômeros (R)-(+) e (S)-(-) citronelal não apresentaram grande capacidade de se ligar 

aos receptores de potencial transitório TRPV1 e TRPM8, como demostrado na tabela 6, 

especificando as energias de ligação com os receptores de potencial transitório. Tanto em 

energia de afinidade como em interações com resíduos de aminoácidos, os isômeros testados 

apresentaram uma atividade largamente menor que o ligante padrão. Já para os receptores 

TRPA1, os compostos testados apresentaram uma interação de maior energia que o seu ligante 

mais conhecido, o borneol 

Tabela 6- Docking realizado com os ligantes (R)-(+) e (S)-(-) citronelal em receptores de 

potencial transitório, exibindo os valores da energia de interação, e os resíduos dos quais são 

feitos essa ligação, dos compostos e do ligante padrão dos receptores.  

Proteína Nome 
Energia 

(Kcal/mol) 
Interação 

5IRZ 

(TRPV1) 

Ligante 

capsaicina  
-95.34 

Tipo Resíduos 

Lig-H 1-Arg557, 1-Asp509, 2-

Ser512, 2-Glu570 

Eletrostática 1-Arg557 

Estérica 4-Tyr551, 1-Asp509, 5-Ser512, 

4-Arg409 

(R)-(+) 

citronelal 
-63.0612 

Lig-H - 

Eletrostática - 

Estérica - 

 (S)-(-) 

citronelal 
-65.7588 

Lig-H - 

Eletrostática - 

Estérica 1-Tyr511 

TRPM8 Ligante 

capsazepina  

-108.84 Tipo Resíduos 

Lig-H 1-Asp 295, 1-Ala 299,  2-Asn 

294, 1- Leu 258 

Eletrostática 
 

Estérica 1-Val 193, 1-Ala 298 

(R)-(+) 

citronelal 

-73.78 Lig-H 1-Asn 196, 1-Asn 294 

Eletrostática - 

Estérica - 

 (S)-(-) 

citronelal 

-71.92 Lig-H 1-Asn 196, 1-Asp 295 

Eletrostática - 

Estérica - 

TRPA1 Ligante 

Borneol  

-40.38 Tipo Resíduos 

Lig-H 1-Pro 1034 

Eletrostática - 
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Hidrofóbica  2-Lys 1038, 1-Pro 1034, 1-Met 

1042 

(R)-(+) 

citronelal 

-76.87 Lig-H - 

Eletrostática - 

Hidrofóbica 1-Phe 1017, 2-Leu 1023, 1-Ile 

976, 2-Phe 1024, 2-His 1018, 

1-Lys 704 e 1-Leu 707. 

 (S)-(-) 

citronelal 

-74.94 Lig-H - 

Eletrostática - 

HIdrofóbica 1-Leu 708, 1-Leu 707, 2-Lys 

704, 3-Leu 1023, 2-His 1018, 

1-Ile 976, 2-Phe 1024  
Fonte: Pesquisa direta com dados do programa Molegro Virtual Docker v. 6.0.1 (2022) 

Os receptores de potencial transiente (TRP’s) representados neste estudo pelos TRPA1, 

TRPM8 e TRPV1, apresentaram atividade inferior à substancia controle nos casos dos 

receptores TRPM8 e TRPV1. Enquanto que nos receptores TRPA1 os compostos teste 

apresentaram uma energia de ligação superior ao composto teste, no caso o borneol, composto 

de já conhecida atividade sobre essa subfamília de receptores. (TAKAISHI et al., 2014). 

Alguns estudos indicaram que certos monoterpenos, como o cinnamaldehyde e o 

carvacrol, podem interagir com o receptor TRPA1. Por exemplo, um estudo realizado por 

Alpizar et al. (2013) mostrou que o cinnamaldehyde ativou seletivamente o receptor TRPA1 

em neurônios sensoriais, resultando em uma resposta neuronal e na percepção de sensações 

térmicas e dolorosas. Além disso, o carvacrol, encontrado em óleos essenciais de orégano e 

tomilho, também foi demonstrado como um agonista do TRPA1 (XU et al., 2006). De acordo 

com o estudo realizado por Takaishi et al. (2014), foram avaliados diversos monoterpenos para 

identificar antagonistas mais eficazes do receptor TRPA1. Os resultados revelaram que o 

borneol, o 2-metilisoborneol e o álcool fenchílico apresentaram efeitos inibitórios mais fortes 

sobre o receptor TRPA1 humano em comparação com a cânfora e o 1,8-cineol. 
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Figura 12- Interação das moléculas com os resíduos de aminoácidos do receptor TRPV1. 

Apresentando três tipos de interações, elétrica (pontilhado verde), estérica (pontilhado 

vermelho) e interações de hidrogênio (pontilhado azul). A) Molécula do Capsaicina, como 

ligante padrão;B) (R)-(+) citronelal; e C) (S)-(-) citronelal.  
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Figura 13- Interações 2D e 3D entre o (R)-Citronelal (A), o (S)-Citronelal (B) o Controle 

positivo Capsazepina e o receptor Transient TRPM-8. As ligações de hidrogênio são destacadas 

em verde; as interações hidrofóbicas são destacadas em lilás e as interações estéricas são 

destacadas em vermelho.  
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Figura 14 - Interações 2D e 3D entre o (R)-Citronelal (A), o (S)-Citronelal (B) o Controle 

positivo Borneol e o receptor Transient TRPA1. As ligações de hidrogênio são destacadas em 

verde e as interações hidrofóbicas são destacadas em rosa.  

 

 

 

A) 

B) 
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Embora os resultados sejam promissores, são necessárias pesquisas adicionais para 

aprofundar a compreensão dos mecanismos moleculares subjacentes à atividade no receptor 

TRPA1. Estudos futuros podem explorar mais detalhadamente esses compostos, investigando 

suas propriedades farmacológicas, concentrações eficazes e possíveis interações com outros 

sistemas de sinalização.  

Alguns outros monoterpenos, como o myrceno e a carvona, de estrutura semelhante ao 

citronelal, porém diferentes atividades, apresentaram uma atividade regulatória dos receptores 

TRPV1, demostrando que nas mínimas modificações estruturais pode se ter uma grande 

modificação no seu perfil de atividade biológica. Mostrando assim a necessidade de estudos 

mais aprofundados quando o assunto é atividade biológica de monoterpenos ou substancias que 

apresentem diferentes atividades devido à sua isomeria espacial ou geométrica (GONÇALVES 

et al., 2013; JANSEN et al., 2019). 

Os compostos (R)-Citronelal e (S)-Citronelal apresentaram afinidade nos receptores 

glutamatérgicos e TRPA1, indicando seu potencial como agentes ativos nessas vias. No entanto, 

é importante ressaltar que esses resultados são baseados em simulações computacionais (in 

silico) e, portanto, estudos in vivo foram necessários para confirmar e aprofundar nossas 

descobertas. Além disso, outros receptores e vias de sinalização podem estar envolvidos na 

atividade do citronellal, e explorar esses mecanismos adicionais é fundamental para uma 

compreensão mais completa de suas propriedades farmacológicas. Essas investigações 

contribuíram para o desenrolar da pesquisa e afunilamento do estudo de atividade destes 

compostos no meio in vivo tratados a segui no discorrer deste estudo de novos agentes 

terapêuticos com propriedades analgésicas e potencial anti-nociceptivo. 
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5.2  TESTES in vivo  

 

5.2.1 Triagem Farmacológica 

 

O S (-)-citronellal apresentou efeitos de analgesia em todas as doses até 1 hora decorrida 

o experimento, após 2 horas o efeito foi diminuído. Apresentou também efeitos no reflexo de 

endireitamento e em relação à força e tônus muscular não modificados em todos os momentos 

do experimento, sem ataxia e diminuição de reflexos. Estes efeitos foram dose dependente. Os 

resultados observados corroboram com estudos anteriores relacionados ao óleo essencial de 

Cymbopogon winterianus.  Espécie com grande quantidade de citronellal como principal 

fitoconstituinte, porém não apresentando o efeito depressoor e sedante apresentado pelo óleo. 

(QUINTANS-JÚNIOR, et al., 2008) 

Enquanto que o R (+)-citronelal apesentou um discreto efeito de analgesia, já sem 

observação em 1 hora, demostrou contorções abdominais em diferentes concentrações ao longo 

do tempo, apresentou diminuição do reflexo corneal e de endireitamento, e resposta ao toque 

diminuída. Os animais não apresentaram ataxia e diminuição da força.  

Como citado anteriormente, o monoterpeno citronellal, dentre outros componentes são 

capazes de gerar uma leve sedação e efeito depressivo do sistema nervoso, isso é observado de 

forma mais incisiva no isômero R (+)-citronellal, devido aos seus resultados pode-se supor que 

alguns dos efeitos colaterais da utilização deste óleo em mistura racêmica esteja relacionado 

apenas a uma forma enantiomérica. Houve também o fato de apresentar irritação ao trato 

gástrico do animal, gerando contrações abdominais. Isto também é observado em estudos 

anteriores e visto que sua atividade antinociceptiva era maior do que este efeito. (QUINTANS-

JÚNIOR, et al., 2008; Melo et al., 2010) 
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5.2.1 Teste do Rota-rod  

 

Após a administração de (R)-(+) e (S)-(-) citronelal na concentração de 50, 100 e 

150 mg/kg cada, os animais foram testados no aparelho rota-rod e os resultados são expressos 

na Figura 15, mostrando que não há interferência das substâncias testadas no controle motor 

dos animais, em comparação ao diazepam na dose de 4 mg/kg, que tem efeito significativo no 

tempo de permanência dos animais na barra rota rod.  

30 min 60 min 120 min
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Figura 15 - Efeito dos isômeros do citronelal (mg/kg, i.p.) no tempo de permanência (s) dos 

animais na rota rod. A coluna representa a média ± E.P.M. (n = 6). Análise estatística: ANOVA 

seguida pelo teste de Dunnet, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,005: Isômeros do citronelal vs. 

controle e Diazepam vs. controle. 

 

O teste Rota-rod é um método amplamente utilizado em pesquisas, pois pode detectar 

comprometimentos físicos causados por agentes farmacológicos, como relaxantes musculares 

e depressores do SNC, fortemente relacionados ao comportamento antinociceptivo. No presente 

estudo, as substancias não indicaram interferência na coordenação motora desses animais para 

as concentrações estudadas (50, 100 e 150 mg/kg) de ambos os isômeros citronelal. Como já 
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visto em estudos anteriores com o citronellal e seguindo a semelhança estrutural, Andrade et al. 

(2021) estudaram os efeitos do hidroxicitronelal na atividade ansiolítica, chegando a resultado 

semelhante ao comparar o efeito motor dessa substância. (QUINTANS-JUNIOR et al., 2010) 

 Conforme observado em outros estudos, os monoterpenos em geral não apresentam 

efeito negativo no aparelho locomotor, mesmo que tenham efeitos ansiolíticos, isso é 

importante para a formulação e descoberta de novos compostos, pois seu uso é considerado 

aceitável em termos de atividade motora e realização de tarefas diárias (SOUTO-MAIOR et. 

al., 2017; MAIA et.al., 2021).  

 

5.2.2 Testes da Placa quente 

 

Os resultados expressos na Figura 16 demonstram o efeito de acordo com o tempo após 

a administração dos isômeros (S)-(-) citronelal na concentração de 50, 100 e 150 mg/kg, na 

permanência dos animais no calor placa. Enquanto a Figura 17 mostra os resultados do isômero 

(R)-(+) citronelal nas mesmas concentrações. Em ambos os testes, a morfina na concentração 

de 10 mg/kg também é utilizada para comparação. O isômero (S)-(-) citronelal a 100 mg/kg 

(7,6 seg ±1,7 seg) apresentou atividade significativa, em relação ao grupo controle (4,9 ± 0,1 

seg), e efeito semelhante da morfina (9,2 ± 2,0 seg) a 60 e 120 min após a administração dos 

compostos. 

O isômero (R)-(+) citronelal não pode aumentar significativamente o tempo de latência 

para os camundongos na placa quente em todas as concentrações testadas. A morfina foi a única 

capaz de apresentar resultados significativos em todos os tempos do teste. 
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Figura 16 - Efeito do (S)-(-)-citronelal (mg/kg, i.p.) no tempo de latência (s) dos animais na 

placa quente. A coluna representa a média ± E.P.M. (n = 6). Análise estatística: ANOVA 

seguida pelo teste de Dunnet, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,005: (S)-(-)-citronelal vs. controle 

e Morfina vs. controle. 

. 

0 min 30 min 60 min 120 min

0

5

10

15

R (+) Citronellal

L
a
tê

n
c
ia

 (
s
)

Controle

50 mg/kg

100 mg/kg

150 mg/kg

Morfina 10mg/kg

**
***

***

 

Figura 17 - Efeito do (R)-(+)-citronelal (mg/kg, i.p.) no tempo de latência (s) dos animais na 

placa quente. A coluna representa a média ± E.P.M. (n = 6). Análise estatística: ANOVA 

seguida pelo teste de Dunnet, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,005: (R)-(+)-citronelal vs. 

controle e Morfina vs. controle. 
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Para os estudos iniciais de nocicepção foi utilizado o teste da placa quente, que permite 

avaliar a atividade antinociceptiva do composto quando exposto a um estímulo térmico ao 

animal. Este estudo apresentou um resultado, por vezes paradoxal, em que apenas uma 

concentração do isômero (S)-(-) citronelal (100 mg/kg) apresentou efeito significativo, não 

sendo esta a maior concentração estudada, levando a pensar que a substância pode não seguir o 

efeito dose-resposta. Estudos anteriores, com citronelal em sua mistura racêmica, mostraram 

que ele tem efeito antinociceptivo no teste da placa quente, mas não houve o mesmo efeito 

paradoxal. Enquanto estudos com o composto semelhante, o citronelol, mostraram efeito em 

concentrações maiores, porém doses menores apresentaram maior significância na resposta em 

relação a doses maiores, classificando-o como um efeito paradoxal que pode estar relacionado 

a diversos fatores idiossincráticos da substância ou classe estudada (MELO et. al., 2010; BRITO 

et. al., 2012b). 

 

5.2.3 Teste da Formalina 

 

Os resultados apresentados a seguir estão relacionados ao teste da formalina, realizado 

para verificar o tempo de lambedura dos animais em resposta a um estímulo doloroso 

proveniente da injeção de formalina na planta da pata. O teste compreende duas fases distintas 

onde a primeira fase denominada fase neurogênica, mede o tempo de lambedura que o animal 

apresenta nos primeiros 5 minutos de exposição ao estímulo nociceptivo. Enquanto a segunda 

fase, demonstra a mediação da nocicepção pela sinalização inflamatória gerada pelo animal em 

resposta ao estímulo da formalina para combater seu efeito (ALMEIDA, 2006). 

 Na primeira fase (Figura 18), os compostos (S)-(-) citronelal nas concentrações de 50 

(42,7 ± 5,9 seg) mg/kg e (R)-(+) citronelal nas concentrações de 50 (46,1 ± 6,6 seg ) e 100 (44,3 

± 9,6 seg) mg/kg não foram capazes de reverter significativamente o estímulo doloroso 
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relacionado à exposição à formalina. Enquanto o (S)-(-) citronelal nas concentrações de 100 

(20,3 ± 3,1 seg) e 150 (12,7 ± 4,8 seg) mg/kg, (R)-(+) citronelal a 150 (9,8 ± 3,9 seg) mg/ kg e 

morfina a 10 (5,7 ± 1,4 seg) mg/kg tiveram redução significativa no tempo de lambedura dos 

animais do grupo controle (58,2 ± 4,4 seg). 
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Figura 18 - Efeito dos isômeros do CT (citronelal) (mg/kg, i.p.) no tempo de lambida (s) dos 

animais no teste da formalina. O gráfico mostra a primeira fase (Fase neurogênica) do teste da 

formalina, 0 - 5 min. A coluna representa a média ± E.P.M. (n = 6). Análise estatística: ANOVA 

seguida pelo teste de Dunnet, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,005: Isômeros do citronelal vs. 

controle e Morfina vs. controle. 

 

Na Figura 19 são apresentados os resultados da segunda fase, compreendida a 15 – 30 

min de aplicação de formalina, todas as concentrações de isômeros citronelal: (S)-(-) citronelal 

50 (23,7 ± 20,9 seg), 100 (0 ± 0,0 seg ) e 150 (1,3 ± 1,3 seg) mg/kg, (R)-(+) citronelal 50 (76,3 
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± 26,3 seg), 100 (40,3 ± 8,2 seg) e 150 (4,7 ± 3,7 seg) mg/kg e morfina 10 (4,4 ± 1,5 seg) mg/kg; 

foram capazes de reverter significativamente o efeito inflamatório do grupo controle (198,6 ± 

15,4 seg) gerado pelo estímulo da injeção de formalina. 
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Figura 19 - Efeito dos isômeros do CT (citronelal) (mg/kg, i.p.) no tempo de lambida (s) dos 

animais no teste da formalina. O gráfico mostra a segunda fase (Fase inflamatória) do teste da 

formalina, 15 - 30 min. A coluna representa a média ± E.P.M. (n = 6). Análise estatística: 

ANOVA seguida pelo teste de Dunnet, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,005: Isômeros do 

citronelal vs. controle e Morfina vs. controle. 

 

Estudos anteriores com citronelal já demonstraram sua atividade e no presente estudo 

sua atividade foi observada em ambas as fases do teste da formalina, com foco especial na fase 

inflamatória, onde todas as concentrações foram capazes de inibir significativamente a resposta 

nociceptiva mediada por fatores inflamatórios gerados por a aplicação de formol. Fica claro o 

melhor desempenho do isômero (S)-(-) citronelal, que na primeira fase do teste foi capaz de 

inibir significativamente, em duas concentrações ( 100 e 150 mg/kg), o estímulo nociceptivo 



79 

 

mediado pela formalina, enquanto o isômero (R)-(+) citronelal, embora também eficaz, só foi 

capaz de inibir significativamente sua maior concentração (150 mg/kg), bem como seu 

resultado na fase inflamatória, embora significativo em relação ao grupo controle , apresentou 

efeito reduzido em duas concentrações (50 e 100 mg/kg), em relação ao uso da morfina ou às 

concentrações de seu isômero (S)-(-) citronelal (QUINTANS-JUNIOR et.al., 2010). 

 

5.2.4 Análise pela via opióide  

 

 Para avaliar se os isômeros de citronelal tinham seu efeito relacionado à via opioide, foi 

realizado o teste de formalina utilizando naloxona, um conhecido inibidor dessa via. Os 

resultados estão expressos na Figura 20. 
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Figura 20 - Efeito dos isômeros do CT (citronelal) (mg/kg, i.p.) no tempo de lambida (s) dos 

animais no teste da formalina, com ou sem presença de naloxona (Nal). O gráfico mostra (A) a 

primeira fase (Fase neurogênica), pelo tempo decorrido de 0-5 min, e (B) segunda fase (Fase 

inflamatória) do teste da formalina, entre 15 - 30 min. A coluna representa a média ± E.P.M. (n 
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= 6). Análise estatística: ANOVA seguida pelo teste de Dunnet, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 

0,005: Isômeros do citronelal com e sem naloxona vs. controle e Morfina com ou sem naloxona 

vs. controle. 

 

Os animais que foram expostos ao isômero (S)-(-) citronelal, na fase neurogênica, 

tiveram seus efeitos (31 ± 6,7 seg) mantidos mesmo na presença de naloxona (26 ± 10,7 seg), 

enquanto o isômero (R)-(+) citronelal teve uma reversão de seu efeito (12 ± 3,2 seg) para um 

efeito não significativo (51 ± 11,1 seg) em comparação ao controle (65,3 ± 4,8 seg). Isso fica 

mais evidente na fase inflamatória, onde o isômero (R)-(+) citronelal, na concentração de 150 

mg/kg (6,7 ± 4 seg), não foi capaz de inibir o efeito nociceptivo previamente observado em 

relação ao controle na presença de naloxona (5 mg/kg) (141,2 ± 14 seg). Esse fato foi observado 

pelo isômero (S)-(-) citronelal, na concentração de 100 mg/kg (35,7 ± 15 seg), que, mesmo na 

presença de naloxona 5 mg/kg, não teve sua atividade inibida ou revertida (25 ± 24 seg). 

Em relação aos estudos da via opióide, e corroborando com os resultados obtidos na 

analise in sílico, observou-se que o isômero (R)-(+) citronelal obteve uma reversão de seu efeito 

pela presença de naloxona, estes resultados apresentam consonância com estudos anteriores que 

já caracterizavam essa via como a descrita no mecanismo de ação do monoterpeno citronelal. 

No entanto, em testes realizados com ambos os isômeros, foi possível observar que o isômero 

(S)-(-) citronelal, mesmo com atividade nociceptiva comprovada em testes anteriores, não teve 

seu efeito revertido pela presença de naloxona, o que pode sugerir que esse isômero possui um 

mecanismo de ação diferente de sua contraparte estrutural e não possui os mesmos efeitos 

colaterais relacionados à via opioide (QUINTANS-JUNIOR et al., 2010). 

Alguns autores demonstram o efeito divergente dos isômeros de monoterpeno, que 

podem atuar em diferentes receptores da mesma família ou mostrar atividade apenas em um 

dos isômeros, o que pode levar a uma melhora na atividade ao reduzir os efeitos adversos, 
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demonstrando assim um importante caminho de estudos a serem realizados tanto com produtos 

naturais quanto com outros de uso geral (KANG et al., 2015). 

No estudo de Kang et al. (2015), foi observado que os isômeros de carvona, o (-)-

carvona e o (+)-carvona, apresentaram efeitos divergentes. Esses resultados sugerem que os 

isômeros de monoterpenos podem agir em diferentes subtipos de receptores ou canais, o que 

pode levar a efeitos biológicos distintos. Essas diferenças podem ser relevantes na busca por 

compostos terapêuticos mais eficazes e com menor incidência de efeitos colaterais. Sendo 

vantajoso no desenvolvimento de terapias direcionadas, onde se deseja modular seletivamente 

um determinado alvo biológico sem afetar outros sistemas ou vias. 

Esses estudos fornecem percepções mais atualizadas sobre as interações complexas 

entre os compostos naturais e os sistemas biológicos, abrindo caminho para a descoberta de 

novos compostos bioativos e para a otimização de tratamentos existentes. 

 

5.2.5 Avaliação antinociceptiva com alvos específicos 

 

Para os testes subsequentes, o isômero (S)-(-) citronelal, em uma concentração de 100 

mg/kg, foi selecionado devido à sua maior eficiência nos resultados anteriores e à sua atividade 

não detectada pela via opioide. O que, como demonstrado posteriormente, também teve um 

efeito nos resultados utilizando agentes específicos de mecanismo de dor, como glutamato e 

capsaicina. Tendo como objetivo avaliar a reação dessa exposição e vislumbrar um possível 

mecanismo de sua ação antinociceptiva. 

O teste do glutamato foi realizado e seus resultados mostrados na Figura 21 (A), 

demonstrando que (S)-(-) citronelal (31,8 ± 10,7 seg) reduz significativamente o tempo de 

lambedura aos animais em comparação ao glutamato controle (62,7 ± 12,2 seg), o antagonista 
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dos receptores NMDA para glutamato, MK (16,0 ± 3,3 seg), mostram como o antagonismo 

deste receptor é capaz de reduzir significativamente a nocicepção mediada por glutamato. A 

associação com MK + (S)-(-) citronelal (3,5 ± 1,6 seg) promoveu a redução mais significativa 

do tempo de lambedura nos animais. 
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Figura 21 - Efeito do (S)-(-)-citronelal (100 mg/kg, i.p.) (Citro) no tempo de lambida (s) dos 

animais nos testes específicos de alvo nociceptivo. Teste de Glutamato (A) e Teste de 

Capsaicina (B). A coluna representa a média ± E.P.M. (n = 6). Análise estatística: ANOVA 

seguida pelo teste de Dunnet, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,005: (S)-(-)-citronelal vs. 

Glutamato; MK vs. Glutamato; (S)-(-)-citronelal vs. Capsaicina e Morfina vs. Capsaicina. 

 

A via glutamatérgica é de grande importância para a transmissão de impulsos nervosos 

da dor, sendo assim um foco em estudos relacionados à nocicepção. No presente estudo, o 

composto (S)-(-) citronelal, na concentração de 100 mg/kg, foi capaz de inibir 

significativamente o efeito nociceptivo desencadeado pela exposição do animal ao glutamato, 
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mostrando um efeito quase semelhante ao do MK (inibidor dos receptores de glutamato do tipo 

NMDA), o qual apresenta uma inibição em uma ordem de significância maior em relação ao 

controle por inibir diretamente o agente algogênico injetado. Mesmo assim, a combinação dos 

dois compostos (S)-(-) citronelal + MK foi capaz de quase completamente inibir o efeito 

nociceptivo gerado pelo glutamato, demonstrando que uma ação possivelmente sinérgica dos 

efeitos pode ocorrer, sinalizando assim um possível mecanismo do (S)-(-) citronelal em um 

receptor diferente do glutamatérgico NMDA. Alguns estudos prévios mostraram efeitos 

semelhantes para o citronelal e outros monoterpenos, assim como estudos de docking 

computacional indicam receptores de glutamato como possíveis alvos para o citronelal e 

monoterpenos em geral, mostrando que são necessários estudos mais específicos para 

determinar a real interferência do monoterpeno citronelal nesses receptores (ASSIS et al., 2021; 

SANTOS et al., 2016; COSTA et al., 2020; QUINTANS-JUNIOR et al., 2010). 

A Figura 21 (B) demonstrou um teste de nocicepção mediado pela capsaicina, um 

agonista do receptor TRPV1 (Transient receptor potential vanilloid type 1), essa ativação foi 

significativamente revertida pelo (S)-(-)-citronelal (66,6 ± 20,7 seg) e pela morfina (21.8 ± 8,5 

seg), em comparação com o controle de capsaicina (228,8 ± 24,1 seg). 

O composto (S)-(-) citronelal, na concentração de 100 mg/kg, foi capaz de inibir o efeito 

nociceptivo apresentado pela capsaicina. Essa atividade pode ser mediada por receptores do 

tipo TRPV ou algum mecanismo associado, assim como pela inibição de um receptor da mesma 

família dos receptores transientes. Atividades semelhantes já foram observadas em estudos 

prévios e alguns monoterpenos têm sua atividade elucidada intimamente relacionada aos 

receptores dessa família, como mentol, mirceno, cânfora, eucaliptol, cinamaldeído, entre 

outros. Ainda assim, são necessários estudos adicionais para determinar um possível 

mecanismo de ação relacionado aos receptores da família (MELO-JUNIOR et al., 2017; 

JANSEN et al., 2019; OZ et al., 2015). 
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A pesquisa sobre os receptores TRP tem uma importância significativa no campo 

medicinal. Compreender os mecanismos de ativação e modulação desses receptores pode levar 

ao desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para o tratamento da dor. Além disso, a 

identificação de compostos capazes de modular seletivamente os receptores TRP pode ter 

aplicações clínicas no controle da dor crônica, neuropatias e condições inflamatórias (NILIUS 

& SZALLASI, 2014). A compreensão mais aprofundada dos receptores TRP e sua função 

fisiológica pode abrir novas perspectivas para o desenvolvimento de medicamentos mais 

eficazes e com menos efeitos colaterais no tratamento da dor.  

Alguns monoterpenos que têm sido investigados em relação à sua atividade nos 

receptores TRP incluem o mentol, carvacrol, limoneno e linalool, entre outros. Estudos 

anteriores sugerem que o mentol pode ativar o receptor TRPM8, envolvido na detecção de 

temperaturas frias e na sensação de frescor. O carvacrol, por sua vez, tem demonstrado 

potencial para inibir a atividade do receptor TRPA1, que desempenha um papel na detecção de 

estímulos irritantes e inflamatórios. O limoneno, um monoterpreno cítrico, tem sido objeto de 

estudos por sua interação com o receptor TRPV3, que está relacionado à regulação da 

temperatura corporal e da sensação térmica (XU et al., 2006). O linalool, encontrado em plantas 

como a lavanda e o manjericão, também tem sido investigado por sua capacidade de modular a 

atividade do receptor TRPA1, envolvido na modulação da dor e da inflamação (LSELVAN et 

al., 2002). 

Diante de tantas atividades é possível também pensar em um efeito indefinido dos 

monoterpenos, o que também é explicado por semelhanças nas sequencias proteicas dos 

receptores fazendo assim interagirem de forma semelhante com diversos monoterpenos, estes 

que apresentam uma molécula relativamente pequena e este fato acarreta simultâneas atividades 

no que é chamado um efeito promiscuo. Porem o paradoxo da diferença de atividade também 
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é evidenciada em pequenas modificações estruturais, onde até posições estéreo isoméricas são 

capazes de definir uma atividade diferente para estes compostos (NGUYEN et al., 2021) 

 

 

5.2.6 Avaliação de mecanismo de ação utilizando antagonistas específicos 

 

 Os resultados expressos a seguir são de testes realizados com antagonistas de vias que 

podem estar relacionadas à nocicepção, levando assim a propor algum mecanismo 

antinociceptivo para a molécula (S)-(-) citronelal, caso haja reversão de sua atividade. 
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Figura 22 - Efeito do (S)-(-) citronelal (CT) (100 mg/kg, i.p.), no tempo de lambida dos animais 

no teste da formalina. O gráfico mostra (A) a primeira fase (Fase neurogênica), pelo tempo 

decorrido de 0-5 min, e (B) segunda fase (Fase inflamatória) do teste da formalina, 

compreendido entre 15 - 30 min do teste. A coluna representa a média ± E.P.M. (n = 6). Análise 

estatística: ANOVA seguida pelo teste de Dunnet, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,005: (S)-(-) 

citronelal vs. controle; (S)-(-) citronelal + antagonistas vs. controle e Morfina vs. controle 
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A primeira fase do teste (Figura 22-A) demonstra o efeito da formalina na fase 

neurogênica da nocicepção, com (S)-(-) citronelal (20,3 ± 3,0 seg) e morfina (5,7 ± 1,4 seg) 

capazes de revertendo esse efeito no tempo de lambida em relação ao grupo controle (58,2 ± 

4,3 seg). Enquanto a associação dos antagonistas com (S)-(-) citronelal não foi capaz de reverter 

seu efeito de reduzir significativamente o tempo de lambedura do animal, sendo o grupo cafeína 

+ (S)-(-) citronelal (39,5 ± 4,0 seg) que apresentou menor grau de significância em relação ao 

controle. 

Na Figura 22-B podemos ver a segunda fase (fase inflamatória) do teste da formalina 

aplicado a esta metodologia, resultando em uma diminuição significante no tempo de 

lambedura de todos os grupos em relação ao controle (198,6 ± 15,4 seg), reduzindo mais de 

80% do efeito em todos os grupos testados, mostrando que associações com antagonistas não 

apresentaram reversão de efeito. 

Em estudos com antagonistas seletivos para cada via relacionada direta ou indiretamente 

à nocicepção, observou-se que nenhum antagonista foi capaz de inibir completamente o efeito 

antinociceptivo significativo do (S)-(-) citronelal em relação ao controle. Outros autores 

determinam o efeito antinociceptivo dos monoterpenos correlacionados com a via opióide, bem 

como a via glutamatérgica em outros casos, pelo que em qualquer caso é necessário utilizar 

ferramentas mais aprofundadas para determinar o real mecanismo de ação com que estes 

monoterpenos são capazes de inibir a nocicepção. (LA ROCCA et. al., 2017; PRÓSPERO et. 

al., 2018; ORTIZ et.al., 2022). 

Ainda sobre o efeito dos antagonistas, a cafeína teve um aumento no tempo de 

lambedura dos animais na fase neurogênica (Fase 1), mas não de forma a reverter 

significativamente todo o efeito do (S)-(-) citronelal, e esse efeito pode estar relacionado à 

própria atividade da cafeína, gerando hiperatividade e estado de alerta, que pode ter aumentado 

levemente a resposta nociceptiva do animal a qualquer estímulo (BARATLOO et.al., 2016). 
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. Assim, deixando em aberto as possibilidades de estudo para elucidação do mecanismo 

de ação relacionado ao isômero (S)-(-) citronelal, bem como outras atividades relacionadas a 

este isômero ou modificações estruturais que possam potencializar seu efeito. 

De acordo com estudos anteriores, o monoterpeno citronelal apresentou efeitos 

antinociceptivos e anti-inflamatórios, comprovados por modelos de indução de nocicepção 

orofacial e testes de capacidade antioxidante. No presente estudo, foi possível constatar que o 

isômero (S)-(-) citronelal apresenta melhores resultados para atividade antinociceptiva em 

relação ao seu isômero (R)-(+) citronelal. (QUINTANS-JUNIOR et.al., 2011; MELO et.al., 

2010). 

O isômero (R)-(+) citronelal, embora tenha uma atividade de menor potência, foi 

possível determinar seu mecanismo de ação relacionado à via opioide. Essa descoberta é 

importante, pois a via opioide tem sido associada ao controle da nocicepção, embora também 

esteja relacionada a efeitos colaterais indesejados. Posteriormente os estudos de atividade 

nociceptiva revelaram que o (S)-(-) citronelal possui uma atividade antinociceptiva 

significativa. Ele foi capaz de inibir o efeito nociceptivo desencadeado pelo glutamato e pela 

capsaicina. Esses resultados indicam que o (S)-(-) citronelal pode modular diferentes vias 

envolvidas na transmissão da dor. No entanto, embora os estudos tenham fornecido insights 

valiosos, não foi possível elucidar completamente o mecanismo de ação do (S)-(-) citronelal e 

suas interações com receptores específicos. Há a possibilidade de que esteja correlacionada à 

via do receptor TRPA1 como indicado pela interação in sílico. Portanto, pesquisas adicionais 

são necessárias para compreender melhor esses mecanismos e investigar outras vias de 

sinalização envolvidas na atividade do citronelal 
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6 CONCLUSÃO 

Neste estudo, a fim de alcançar os objetivos específicos propostos, foram empreendidos 

os seguintes passos de pesquisa, o que nos permitiu chegar às seguintes conclusões: 

• Modelagem in silico: Os estudos revelaram a afinidade dos isômeros e interações 

favoráveis com receptores glutamatérgicos, TRPA1 e receptores opioides, apontando para um 

potencial promissor como agente ativo nas vias de sinalização 

• Caracterização e comparação dos efeitos no SNC: Numa compreensão mais 

abrangente de suas atividades farmacológicas foi possível observar que ambos apresentavam 

um efeito analgésico de algum grau, porém o isômero (R)-(+) citronelal apresentou bem mais 

efeitos colaterais relacionados à sua atividade.  

• Avaliação da coordenação motora: Não foi encontrado nenhum indicio significativo 

da influencia de ambos os isômeros na atividade motora dos animais, nas doses testadas. 

• Atividade antinociceptiva: Os isômeros Apresentaram resultados significantes no 

controle da dor, revelando o potencial do (S)-(-) citronelal como um agente com maior potência. 

• Investigação do mecanismo de ação: O isômero (R)-(+) citronelal revelou seu 

mecanismo de ação relacionado à via opioide, relevante para o controle da nocicepção, mas 

com riscos de efeitos colaterais indesejados. Já o (S)-(-) citronelal, que por sua vez, exibiu 

atividade antinociceptiva significativa, inibindo o efeito nociceptivo do glutamato e da 

capsaicina, indicando a modulação de diferentes vias de transmissão da dor. Apesar disso, Não 

foi possível determinar o seu mecanismo de ação pelos meios utilizados.  
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ANEXO II – PARECER DE RELATÓRIO FINAL CEUA  
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Anexo III – Ficha de triagem Farmacológica 

 

ATIVIDADE 

FARMACOLÓGICA 

QUANTIFICAÇÃO DOS EFEITOS 

(0) sem efeito, (-) efeito diminúido, (+) efeito presente, 

(++) efeito intenso 

até 30’ 60’ 120’ 180’ 240’ 

1. SNC      

a) Estimulante      

Agressividade      

Ambulação aumentada      

Andar em círculos      

Autolimpeza      

Bocejo      

Contorções abdominais      

Convulsões      

Escalar      

Estereotipia      

Irritabilidade      

Levantar      

Movimentação intensa das 

vibrissas 
     

Pedalar      

Sacudir a cabeça      

Saltos      

Tremores      

Vocalização      

b) Depressores      

Abdução das patas do trem 

posterior 
     

Ambulação diminuída      
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Analgesia      

Anestesia      

Ataxia      

Catatonia      

Cauda de Straub      

Hipnose      

Perda do reflexo auricular      

Perda do reflexo corneal      

Ptose palpebral      

Reflexo de endireitamento      

Resposta ao toque diminuída      

Sedação      

2. SNA      

Cianose      

Constipação      

Defecação      

Diarréia      

Força para agarrar      

Lacrimejamento      

Micção      

Piloereção      

Respiração      

Salivação      

Tônus muscular      

3. Mortes      

Obs.: 
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Anexo V- Artigo Publicado 
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