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Resumo 

Introdução: A dor orofacial crônica é um sério problema de saúde pública com prevalência de 7- 

11% na população. Esse transtorno apresenta diferentes etiologias e características que dificultam 

o tratamento farmacológico. Os produtos naturais têm se mostrado uma fonte promissora de 

tratamentos para o manejo da dor crônica, a exemplo dos terpenos. O objetivo deste estudo foi 

avaliar os efeitos antinociceptivos e antiinflamatórios de um desses terpenos, o d-limoneno (LIM - 

um monoterpeno comum encontrado em frutas cítricas) isolado e complexado com hidroxipropil- 

β-ciclodextrina (LIM/HPβCD) em modelos animais pré-clínicos. Métodos: A dor orofacial foi 

induzida pela administração de solução salina hipertônica na superfície da córnea do olho direito, 

injeção de formalina na articulação temporomandibular (ATM) ou lesão por constrição crônica do 

nervo infraorbital (CCI-IoN). O estudo utilizou ratos wistar machos (230 – 250 g) e camundongos 

swiss machos (30 – 35 g) tratados com LIM (50 mg/kg, v.o.), LIM/HPβCD (50 mg/kg, v.o.), 

veículo (água + tween 80, 10 mg/kg, v.o), gabapentina (100 mg/kg, v.o.) ou morfina (10 mg/kg, 

i.p) e limpeza dos olhos (induzida por solução salina hipertônica), esfregaço facial (induzida por 

formalina na ATM) ou hiperalgesia mecânica (provocada por CCI-IoN) foram avaliados. Além 

disso, ELISA foi usado para medir TNF-α e análise de Western blot para avaliar os níveis de 

PKAcα, NFκB, p38MAPK e substratos de PKC fosforilados. Os níveis séricos de aspartato 

aminotransferase (AST) e alanina transferase (ALT) também foram avaliados. Resultados: LIM e 

LIM/HPβCD reduziram significativamente (p <0,001) a nocicepção corneal e a nocicepção da 

ATM induzida por formalina. Além disso, ambas as substâncias atenuaram (p <0,001) a 

hiperalgesia mecânica no modelo CCI-IoN. O efeito antinociceptivo induzido por LIM e 

HPβCD/LIM foi associado à diminuição dos níveis de TNF-α, regulação negativa das vias de 

sinalização de NFκB e p38MAPK e redução da fosforilação do substrato de PKC e imunoconteúdo 

de PKA. Além disso, os resultados demonstraram que a complexação com HPβCD foi capaz de 

diminuir a dose terapêutica de LIM. Conclusões: O LIM mostrou-se uma molécula promissora para 

o tratamento da dor orofacial devido à sua capacidade de modular alguns mediadores importantes 

para o estabelecimento da dor, e o HPβCD pode ser uma ferramenta fundamental para melhorar o 

perfil do LIM. 
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Abstract 

 
Background: Chronic orofacial pain is a serious public health problem with a prevalence of 7-11% 

in the population. This disorder has different etiologies and characteristics that make 

pharmacological treatment difficult. Natural products have been shown to be a promising source 

of treatments for the management of chronic pain, as an example the terpenes. The aim of this study 

was to evaluate the anti-nociceptive and anti-inflammatory effects of one of these terpenes, d- 

limonene (LIM - a common monoterpene found in citrus fruits) alone and complexed with 

hydroxypropyl-β-cyclodextrin (LIM/HPβCD) in preclinical animal models. Methods: Orofacial 

pain was induced by the administration of hypertonic saline on the corneal surface, the injection of 

formalin into the temporomandibular joint (TMJ), or chronic constriction injury of the infraorbital 

nerve (CCI-IoN). The study used male Wistar rats and Swiss mice treated with LIM (50 mg/kg), 

LIM/HPβCD (50 mg/kg), vehicle (control), gabapentin or morphine, and eyes wiping (induced by 

hypertonic saline), face rubbing (formalin-induced in TMJ) or mechanical hyperalgesia (provoked 

by CCI-IoN) were assessed. Additionally, ELISA was used to measure TNF-α, and western blot 

analysis to assess levels of PKAcα, NFκB, p38MAPK and phosphorylated PKC substrates. Serum 

levels of aspartate aminotransferase (AST) and alanine transferase (ALT) were also evaluated. 

Results: LIM and LIM/HPβCD significantly reduced (p<0.001) corneal nociception and formalin- 

induced TMJ nociception. In addition, both substances attenuated (p<0.001) mechanical 

hyperalgesia in the CCI-IoN model. The antinociceptive effect induced by LIM and HPβCD/LIM 

was associated with decreased TNF-α levels, downregulation of the NFκB and p38MAPK 

signalling pathways and reduced PKC substrate phosphorylation and PKA immunocontent. 

Moreover, the results demonstrated that complexation with HPβCD was able to decrease the 

therapeutic dose of LIM. Conclusions: LIM was found to be a promising molecule for the 

treatment of orofacial pain due to its capacity to modulate some important mediators essential to 

the establishment of pain, and HPβCD can be a key tool to improve the profile of LIM. 
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INTRODUÇÃO 



1. INTRODUÇÃO 

 
Distúrbios de dor orofacial são condições que envolvem a cabeça, face, estruturas orais e 

pescoço, representando um desafio para o clínico, devido a complexidade e quantidade de 

estruturas envolvidas e as possíveis fontes de dor. (Romero-Reyes and Uyanik, 2014a). Estudos de 

vários países estimam que entre 20-35% da população apresenta pelo menos um sintoma doloroso 

na região orofacial, principalmente na articulação temporomandibular. (ATM) (Gonçalves et al., 

2009; Hargreaves, 2011; Lipton et al., 1993; Macfarlane et al., 2002; Worsley et al., 2016). 

A dor orofacial é geralmente classificada em três áreas: muscularesquelética, neuropática 

e neurovascular (Okeson, 2008). Em muitos casos, essas condições podem desencadear transtornos 

psicossociais e comportamentais, como a depressão, com impacto na qualidade de vida e redução 

da jornada de trabalho (Conti et al., 2012). Além disso, a fisiopatologia da dor orofacial está 

relacionada com a modulação de mediadores inflamatórios como TNF-α and IL-1β (Cho et al., 

2016; Liu et al., 2019) que se ligam a receptores e ativam vias de sinalização, incluindo proteínas 

quinases A (PKA) e C (PKC), proteínas quinases ativadas por mitogênio (MAPKs) e fatores 

nucleares kappa B (NFκB) (Cao et al., 2013; W. Q. Cui et al., 2019; L. Koop et al., 2017). 

Devido a complexidade da doença, seu tratamento costuma envolver o uso de várias 

classes de medicamentos de longa ou curta duração, como anti-inflamatórios não esteroidais 

(AINEs), corticosteroides, anticonvulsivantes, analgésicos opioides, antidepressivos tricíclicos e 

inibidores da recapitação de serotonina e noradrenalina (Häggman-Henrikson et al., 2017; Kulich 

et al., 2016; Martin et al., 2012; Martin and Forouzanfar, 2011). No entanto, as etiologias e 

características dos distúrbios são diversas, dificultando o tratamento farmacológico e, muitas vezes, 

resultando em apenas um alívio parcial da dor e efeitos adversos a medicamentos difíceis de 

suportar. Portanto, é necessário descobrir novos medicamentos com maior eficácia, segurança e 

eficiência para o tratamento dos sintomas da dor orofacial (Badel et al., 2019; Clark et al., 2016; 

Hersh et al., 2008; Sarlani et al., 2005; Sommer, 2002). O reposicionamento de medicamentos tem 

sido uma das abordagens mais utilizadas, mas permanece uma lacuna que precisa ser preenchida 

com novos medicamentos com mecanismos farmacológicos mais adequados, incluindo aqueles 

derivados de produtos naturais (Araújo-Filho et al., 2018; de Oliveira et al., 2020; Siqueira-Lima 

et al., 2017) 

Os produtos naturais estão ganhando destaque no tratamento de condições que envolvem 

dor e inflamação (Guimarães et al., 2013; Quintans et al., 2019). Em particular, d-limoneno 



 

(LIM), um monoterpeno monocíclico presente em várias plantas, e especialmente em óleos 

essenciais extraídos da casca de frutas cítricas, como limões e laranjas. LIM demonstrou ter 

propriedades gastroprotetoras, antiarrítmicas, antiinflamatórias e analgésicas (Araújo do 

Nascimento et al., 2019; Araújo-Filho et al., 2017a; Vieira et al., 2018), e uma substância 

interessante com potencial para estudo a respeito da redução da dor orofacial. No entanto, LIM é 

hidrofóbico e suscetível à degradação oxidativa, prejudicando sua aplicabilidade farmacêutica (Li 

and Chiang, 2012). 

Assim, a incorporação em ciclodextrinas (CDs) por meio de complexação tem sido 

utilizada com o objetivo de melhorar as características físico-químicas e as propriedades biológicas 

e farmacológicas do LIM e outros terpenos, reduzindo também a dose terapêutica LIM (Araújo- 

Filho et al., 2017a; dos Passos Menezes et al., 2017; Lima et al., 2016). Além disso, a complexação 

de LIM/CD tem se mostrado um processo fácil que produz um alto rendimento de complexo de 

inclusão com ações bioativas mais duradouras (Araújo-Filho et al., 2017a; dos Passos Menezes et 

al., 2017). 

Apesar de todas as vantagens apresentadas pela complexação em CDs, as formas naturais 

α-, β- e γ-CDs, apresentam algumas desvantagens como sua limitada solubilidade aquosa, o que 

aumenta sua tendência à cristalização, restringindo seu uso em soluções parenterais, sendo 

necessário modificar as CDs naturais para melhorar a solubilidade e reduzir a toxicidade e através 

da reação de β-CD com óxido de propileno em uma solução alcalina, o hidroxipropil-β- 

ciclodextrina (HPβCD) pode ser obtido, e apresenta cristalinidade reduzida, melhor solubilidade e 

menor perfil toxicológico. (Jacob and Nair, 2018; Jansook et al., 2018). Além disso, estudos 

recentes sobre produtos naturais mostraram que a complexação com HPβCD melhorou os efeitos 

biológicos das substâncias testadas (Campos et al., 2019; Lima et al., 2019; Liu et al., 2013). 

Assim, o presente estudo investigou os efeitos anti-hiperalgésicos do LIM e LIM complexado com 

hidroxipropil-β-ciclodextrina (LIM/HPβCD) em modelos de dor orofacial aguda e crônica e 

descreveu os prováveis mecanismos moleculares envolvidos na atividade do LIM. 



 

REVISÃO DA LITERATURA 



 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

Segundo a Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP), “a dor é uma 

experiência sensorial e emocional desagradável que é associada a lesões reais ou potenciais, ou 

descrita em termos que sugerem tal lesão” (Merskey et al., 1979). Essa capacidade de detectar 

estímulos nocivos tem uma função primordial de alertar o nosso organismo a danos teciduais reais 

ou potenciais (Ramadabran e Bansinath, 1996). Porém, quando persistente, a dor deixa de 

desempenhar suas funções primordiais e passa a provocar reações emocionais negativas, tornando- 

se debilitante e causadora de sofrimento (Griffis et al., 2006). 

Em humanos a dor é constituída de componentes não somente eletrofisiológicos, como 

também afetivos e emocionais, que interferem de forma direta nos aspectos de intensidade de 

percepção da dor. Porém em estudos pré-clínicos a dor é diretamente proporcional a eletrofisiologia 

dos neurônios envolvidos na percepção e condução do estimulo doloroso através de fibras 

sensoriais nociceptivas (Aδ e C). Por essa razão tem-se que nos animais a dor é definida como 

nocicepção, resposta de um animal a estímulos ditos nociceptivos (Loeser e Treede, 2008). 

Na região da cabeça e da face essas fibras sensoriais nociceptivas aferentes são 

encontradas no nervo trigêmeo, nervo sensitivo motor responsável pela inervação de diversas 

estruturas da face, fazendo sinapse com neurônios de segunda ordem fazendo assim a condução do 

estímulo doloroso a regiões centrais do sistema nervoso central (Dostrovisky, 2000). 

A dor orofacial é entendida como sendo uma patologia associada a tecidos moles e 

mineralizados da cavidade oral e da face. (Leeuw, 2010). As condições físicas relacionadas com a 

dor orofacial são geralmente classificadas em três áreas: músculo-esquelético, neuropática e 

neurovascular (Benoliel et al., 2003; Okeson et al., 2008). Woda et al. 2005, propuseram uma 

classificação para dor orofacial dividido em neuralgias (neuralgia trigeminal e neuralgia pós- 

traumático), neurovasculares e tensão (enxaqueca, cefaleia em salvas e tensão tipo dor de cabeça) 

e dor orofacial idiopática persistente (síndrome da boca ardente, dor atípica facial, e DTM). 

O manejo da dor orofacial representa um sério problema de saúde global (Morrone et al., 

2017). Afeta significativamente a qualidade de vida, devido não só à própria condição, mas também 

aos efeitos colaterais dos vários fármacos utilizados. O tratamento farmacológico, muitas vezes 

envolve o uso de medicamentos de longa duração, tais como AINEs, analgésicos opióides, anti- 

depressivos tricíclicos e inibidores da serotonina e noradrenalina (Martin et al., 2011; Woolf; 



 

Mannion, 1999). No entanto, devido as diversas etiologias e características das desordens, os 

tratamentos farmacológicos oferecem, apenas, alívio parcial da dor e pode causar efeitos 

secundários que são difíceis de tolerar (Romero-Reyes e Uyanik, 2014). 

As plantas são importante fonte de substâncias naturais biologicamente ativas, as quais 

podem ser utilizadas como protótipo para a síntese de compostos ativos e/ou seletivos para o 

tratamento de determinada doença. A síntese é realizada por meio de estudos sobre a estrutura e a 

atividade biológica visando determinar quais são os fatores mais importantes relacionados à 

determinada atividade (Cordell, 1995). 

Nos Estados Unidos 25% do total de prescrições realizadas, incluem substâncias naturais 

como princípio ativo obtidos de plantas de regiões temperadas e tropicais, alcançando valores 

estimados de US$ 900 milhões (Braz-Filho, 2010). Nessa vertente o Brasil é mundialmente 

conhecido como um dos países com maior diversidade biológica, abrigando mais de 49 mil 

espécies de plantas em seu território, fonte de inúmeras substâncias (Peixoto; Morim, 2003). 

É importante também ressaltar que a indústria farmacêutica no Brasil possui um 

faturamento significativo na faixa de U$ 10 bilhões e estima-se que 5% deste faturamento seja 

originado de medicamentos fitoterápicos, avaliado em US$ 500 milhões (Garcia et al., 1996; Pinto 

et al., 2002). Estes fatos fazem com que muitos pesquisadores investiguem as propriedades 

químicas e biológicas de plantas. 

Dentre essas substâncias, uma classe bastante utilizada são os terpenos, que já tem uma 

ação biológica e farmacológica comprovada. São formados por uma unidade básica chamada 

isopreno, contendo hidrogênio e carbono em sua estrutura (Joca, 2012). Vários estudos 

demonstram as atividades farmacológicas dos terpenos, em especial atividade antifúngica, anti- 

inflamatória, antinociceptiva, neuroprotetora e vasorelaxante (Zore et al, 2011; Passos et al, 2007; 

Melo et al, 2010). 

O limoneno (LIM), 4-isoprenil-1-metil-ciclo-hexeno (figura 1) é um monoterpeno 

monocíclico presente na composição dos óleos essenciais de diversas espécies de plantas 

aromáticas e em óleos essenciais dos cítricos como limão laranja e tangerina (Amaral, et al, 2007). 

É encontrado em ambas as formas isoméricas R-(+) e S-(−), e também como misturas racêmicas. 

O R-(+) limoneno é o isômero mais abundante e pode ser isolado da casca da laranja, enquanto o 

isômero do S-(−) pode ser obtido da casca de limão (Castilho et al., 2007). 



 

A toxicidade do LIM foi investigada pelo NTP (National Toxicology Program), sendo 

observado que após a administração diária por um período de três semanas de doses entre 413 – 

6.600 mg/kg em ratos e camundongos não houve sinais de toxicidade relacionada ao composto em 

doses abaixo de 1.650 mg/kg (Whysner e Williams, 1996). A toxicidade do LIM também foi testada 

em humanos (Igimi et al., 1992; Crowell, Elson, et al., 1994), sendo evidenciado que a dose máxima 

tolerada por via oral de LIM foi de 15 g/dia (Vigushin et al., 1998). 

Diversos estudos demonstram a ação biológica do LIM, demonstrando atividade 

antinocicepitiva em modelos de dor não inflamatória muscular, frente a lesão do nervo ciático de 

roedores e na redução de hiperalgesia de origem inflamatória, atuando na diminuição da expressão 

de iNOS e COX-2 e inibição de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-1β, IL-6 através da 

inibição de NF-κB e MAPK (Piccinelli et al., 2015; Araujo-Filho et al., 2017). Porém apresenta 

uma baixa solubilidade em água, baixa estabilidade por se tratar de um óleo. (Yoon et al., 2010; 

Chi et al., 2013). 

As ciclodextrinas (CDs) são excipientes utilizados durante o desenvolvimento de 

formulações farmacêuticas para aumentar a estabilidade química e a solubilidade dos fármacos, 

podendo aumentar a biodisponibilidade e os efeitos farmacológicos. Além disso, é possível 

diminuir a dose de administração de medicamentos, reduzindo seus efeitos colaterais (Del Valle, 

2004; Jansook et al., 2018; Mura, 2014). 

De origem natural oriundas do amido e da celulose, as CDs são oligossacarídeos cíclicos, 

onde as mais conhecidas são constituídas por 6, 7 e 8 unidades de glucopiranose sendo nomeadas 

como α-, β- e γ-CDs respectivamente. São cristalinas, homogêneas, não higroscópicas e com 

estrutura tridimensional em forma de um toróide, com aberturas superior e inferior indicados pelos 

grupos hidroxílicos secundários e primários respectivamente. Seu exterior é hidrofílico e sua 

cavidade lipofílica, resultante de um ambiente rico em elétrons, vindos do oxigênio glicosídico 

(Atwood et al., 1996). 

Levando em consideração todos os aspectos estruturais, as CDs atuam como sistemas 

carregadores de fármacos, pois aumentam a solubilidade em água, a estabilidade e a 

biodisponibilidade da molécula hóspede e diminuem a toxicidade e o seu efeito quando se trata de 

uma droga, (Haiyun et al., 2003). Sendo assim uma alternativa que vem sendo muito utilizada para 

melhoramento de substâncias farmacológicas. 



 

No entanto, as CDs apresentam algumas desvantagens, como limitada solubilidade 

aquosa, que aumenta sua tendência de cristalização, restringindo seu uso em soluções parenterais. 

Portanto, foi necessário fazer modificações nas CDs naturais para melhorar a solubilidade e reduzir 

a toxicidade (Del valle, 2004; Jansook et al., 2018). 

A hidroxipropil-β-ciclodextrina (HPβCD) é uma ciclodextrina modificada derivada de 

β-CD através de sua reação com óxido de propileno em solução alcalina, reduzindo sua 

cristalinidade, melhorando a solubilidade aquosa e com perfis toxicológicos mais baixos (Jansook 

et al., 2018). Recentes estudos demonstraram sua ação em flavonoides a exemplo da morina, onde 

a complexação melhorou os efeitos biológicos da substância (Lima et al., 2019). Diante disso, é de 

grande relevância o estudo da ação do LIM em modelos agudos e crônicos de dor orofacial. 



 

OBJETIVOS 



 

3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

• Avaliar o efeito anti-hiperalgésico de d-limoneno puro (LIM) e d-limoneno complexado 

em hidroxipropil β-ciclodextrina (LIM/HPβCD) em modelos de dor orofacial em roedores. 

 

3.2 Objetivo Específico 

• Avaliar o efeito de LIM e LIM/HPβCD na nocicepção corneana induzida por solução salina 

hipertônica; 

• Avaliar o efeito de LIM e LIM/HPβCD na nocicepção temporomandibular induzida por 

formalina; 

• Avaliar o efeito do LIM e LIM/HPβCD no modelo de neuropatia trigeminal - Constrição 

do Nervo Infraorbital (IoN); 

• Avaliar os níveis séricos de aspartato aminotransferase (AST) e alanina transferase (ALT); 

• Verificar a relação do LIM com os receptores TRPA1 e TRPV1 através de docking 

molcular. 

• Avaliar   o   envolvimento das vias   TNF-α,   NFκB,   p38MAPK   e   PKA   e   PKC. 



 

DESENVOLVIMENTO 



 

4.1 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1.1 Animais 

Protocolos experimentais foram realizados em camundongos Swiss machos (25-35 g) e 

ratos Wistar (250-300 g) com idade de 2-3 meses, obtidos no Biotério da Universidade Federal de 

Sergipe (UFS). Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, com acesso a ração 

(Purina, Brasil) e água, sob condições controladas de temperatura (21 ± 2°C), umidade e ruído. Um 

ciclo claro: escuro de 12 horas (luzes acesas às 6:00) foi mantido. Os protocolos experimentais 

respeitaram os critérios éticos para experimentação animal recomendados pela Sociedade 

Brasileira de Ciências em Animais de Laboratório (SBCAL) e pelo Conselho Internacional de 

Zootecnia (ICLAS) e foram aprovados pelo Comitê de Ética e Pesquisa de uso de Animais da 

UFS/Brasil (61/2017). 

 

4.1.2 Preparo do complex de inclusão LIM/HPβCD 

O complexo de inclusão foi preparado usando uma razão molar 1:1 of LIM e HPβCD, com 

base nos pesos moleculares dessas substâncias pelo método de liofilização adaptado de Lima et al., 

(2019). Inicialmente, HPβCD (1380 mg) foi dissolvido em 20 mL de água ultrapura e a solução foi 

submetida a agitação magnética em 40°C para a solubilização completa do HPβCD. O LIM (136,24 

mg) foi então adicionado e a solução obtida foi submetida a agitação por um agitador magnético 

operando em 200 rpm à temperatura ambiente por 36 h. A solução foi congelada em −40°C por 24 

h e liofilizado (Labconco®, FreeZone 4.5 model, USA). A amostra obtida (pó de complexo de 

inclusão) foi armazenada em recipientes de vidro âmbar herméticos e acondicionada em dry box 

(Arsec®, Desiccator DCV040 model, Brazil) para evitar umidade. 

 

4.1.3 Nocicepição corneal induzida por salina hipertônica (5M) 

Os camundongos foram divididos em cinco grupos (n = 6 animais), controle (água/tween 

80%, v.o.), LIM (50 mg/kg, v.o.), LIM/HPβCD (50 mg/kg, v.o.), Sham (água/tween 80% v.o.) e 

Morfina (10 mg/kg, i.p.). Após uma hora, para os grupos tratados v.o. e meia hora para o grupo 

tratado i.p., os camundongos receberam 20 µL de NaCl 5 M (v. tópica), no olho direito para induzir 

a nocicepção corneal (com auxílio de uma pipeta automática foi administrado por via tópica os 20 

µL de salina hipertônica). Em seguida foi contabilizado o número de limpezas na região ocular, 

com a pata dianteira ipsilateral, por 30 segundos. (Adaptado de FARAZIFARD et. al., 2005). 



 

4.1.4 Nocicepção Temporomandibular Induzida por Formalina 

Os ratos foram divididos em cinco grupos (n = 6 animais), controle (água/tween 80%, v.o.), 

LIM (50 mg/kg, v.o.), LIM/HPβCD (50 mg/kg, v.o.), Sham (água/tween 80% v.o.) e Morfina (10 

mg/kg, v.o.). Uma hora após o para os grupos tratados v.o. e meia hora para o grupo tratado i.p., 

os animais receberam uma injeção de 50 µL de formalina 2,5% diluída em salina isotônica, com 

exceção do grupo Sham que recebeu somente a introdução da agulha na região da ATM lado 

direito. 

Após a recuperação da anestesia os animais foram colocados em caixas espelhadas e 

avaliados por quarenta minutos (dois blocos de 5 min e três de 10 min). O parâmetro avaliado foi 

o rubbing facial (ato de coçar vigorosamente a área afetada com as patas dianteiras). (Adaptado de 

ROVERONI et. al., 2001). 

 

4.1.5 Docking 

A estrutura dos receptores foi baixada do Protein Data Bank 

(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Os receptores investigados e seus respectivos PDB de 

ID são: TRPA1 - 6PQO e TRPV1 - 2NYJ. O LIM foi obtido do PUBCHEM 

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) ID = ED_CID_440 9117. O ligante foi submetido ao docking 

molecular usando o Molegro Virtual Docker v. 6.0.1 (MVD). Todos os compostos de água foram 

excluídos dos receptores, e o método usou as configurações de parâmetro padrão e o mesmo 

software com um GRID de 15 Å de raio. O algoritmo de pontuação de Moldock [GRID] foi usado 

como a função de pontuação e o algoritmo de pesquisa de Moldock foi usado. 

 

4.1.6 Neuropatia do Trigêmeo – Constrição do Nervo Infraorbital (IoN) 

Os ratos foram divididos em cinco grupos (n = 6 animais), controle (água/tween 80%, v.o.), 

LIM (50 mg/kg, v.o.), LIM/HPβCD (50 mg/kg, v.o.), Sham (água/tween 80% v.o.) e Gabapentina 

(100 mg/kg, v.o). 

 

4.1.7 Procedimento Cirúrgico 

Os animais foram anestesiados com uma associação de cetamina e xilazina (80 mg/kg + 8 

mg/kg). Em seguida foi feita uma incisão intraoral, permitindo que os pelos do focinho e as 

vibrissas permanecessem intactos, na margem gengivobucal, iniciada próximo ao primeiro molar 

e estendendo-se anteriormente 1 cm. O Nervo Infraorbital (IoN) foi liberado cerca de 0,5 cm do 

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/


 

tecido aderente, permitindo assim realizar duas ligaduras frouxas ao seu redor com fio de sutura 

5.0 vicryl. A incisão foi fechada com fio de sutura 5.0 vicryl. O grupo sham passou por todo 

procedimento cirúrgico, porém não recebeu as ligaduras. (Adaptado de ROSSI et. al. 2012). 

 

4.1.8 Avaliação da hiperalgesia mecânica 

Os ratos foram habituados em tubos, com um acesso para que o focinho ficasse exposto, 

por 30 min. Em seguida foi realizado uma pré seleção dos animais a qual consistiu na aplicação 

crescente de 10 filamentos de Von Frey (Semmes-Weinstein monofilaments, Stoelting, USA, 0,02; 

0,04; 0,07; 0,16; 0,4; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 10,0 g) na região inervada pelo infraorbital, em ambos os 

lados da face. Cada filamento foi aplicado 3 vezes consecutivas, em cada lado, com um intervalo 

de 30 s entre cada aplicação. Foi considerado o limiar de resposta dos animais à estimulação 

mecânica o filamento que provocou, por no mínimo duas vezes, comportamentos como retirada 

rápida da cabeça. Apenas os animais que não apresentaram, na fase de pré-seleção, estes 

comportamentos nociceptivos com a aplicação de todos os filamentos foram incluídos nos 

experimentos subsequentes, isto é, aqueles que apresentaram um limiar de resposta basal à 

estimulação mecânica superior a 10 g. 

Cinco dias após a cirurgia CCI-IoN, os limiares de resposta ao estímulo mecânico foram 

novamente determinados (linha de base após a cirurgia). Após esta avaliação, os diferentes 

tratamentos foram iniciados, controle (água/tween 80%, v.o.), LIM (50 mg/kg, v.o.), LIM/HPβCD 

(50 mg/kg, v.o.), Sham (água/tween 80% v.o.) and gabapentina (100 mg/kg, v.o.), diariamente até 

o 28º dia, sendo os animais avaliados no 7º, 14º, 21º e 28º dias. No 10º dia (pico inflamatório), e 

ao final da avaliação no 28º dia, o gânglio trigeminal e o IoN foram retirados para avaliações 

moleculares. 

 

4.1.9 Determinação de AST e ALT 

Os níveis séricos de aspartato aminotransferase (AST) e alanina transferase (ALT) são 

indicadores de lesão hepática. Após 24 dias de tratamento, os animais foram anestesiados e cerca 

de 1,5 ml de sangue foi retirado pela veia cava posterior (Parasuraman et al., 2010). Os animais 

foram então eutanasiados. O sangue foi centrifugado a 1.500 rpm por 15 minutos para remover o 

soro e foi usado para medir AST e ALT de acordo com as instruções do kit (Labtest, Brazil). 



 

4.1.10 Determinação dos níveis de TNF-α 

Os níveis de TNF-α, no IoN, foram determinados 10 dias após a CCI-ION. As amostras 

foram homogeneizadas em 150 μL de solução salina tamponada com fosfato (PBS 50 mM, pH 7.4) 

contendo EDTA (0.3%), nonidet P 40 (0.5%) e inibidores de proteases. As amostras foram 

centrifugadas a 6.000 ou 8.000 rpm por 10 min a 4°C, e o sobrenadante obtido foi utilizado para 

determinar os níveis de citocinas. Os níveis de TNF-α foram determinados usando ensaio de 

imunoabsorção enzimática (ELISA) kits (eBioscience®) de acordo com as instruções do 

fabricante, e as medições colorimétricas a 450 nm foram feitas usando um leitor de microplaca 

(ASYS®). A concentração foi obtida por interpolação de uma curva padrão. Todos os resultados 

foram expressos como picogramas (pg) de citocina por miligrama (mg) de proteína total. 

 

4.1.11 Western Blot para NFκB, p38MAPK, PKAcα e substrates de PKC fosforilados 

Para o ensaio de Western blot, o gânglio trigeminal foi homogeneizado em 150 μL de um 

tampão de lise RIPA consistindo em EDTA 1 mM, Tris-HCl 20 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, 

EGTA 1 mM, desoxicolato de sódio 1% (p / v) , 1% (v / v) nonidet 40, contendo proteases e 

inibidores de fosfatases. Para a análise de eletroforese, as amostras foram dissolvidas em uma 

solução de 25% (v / v) contendo 0,1% (p / v) SDS, 40% de glicerol, 5% de mercaptoetanol e 50 

mM de Tris-HCl com um pH de 6,8, e fervidas por 5 min. A concentração de proteína foi 

determinada pelo método de Bradford (Emami Bistgani et al., 2017) usando BSA como padrão. 

Homogenatos de tecido (50 μg) foram separados por SDS-PAGE e transferidos para 

membranas de nitrocelulose (BioRad) por 1 h a 25 V em um tampão de transferência (48 Mm Tris, 

39 mM de glicina, 20% de metanol). As membranas de PVDF foram lavadas por 5 min em solução 

salina tamponada com Tris com 0,1% Tween-20 (T-TBS; 0,5 M NaCl, 20 Mm Tris, 0,1% Tween- 

20, pH 7,5), seguido por 1 h de incubação em solução de bloqueio (T-TBS mais 5% de leite em pó 

desengordurado). Após a incubação, os blots foram incubados durante a noite a 4°C em solução de 

bloqueio contendo os seguintes anticorpos: anti-NFκB [(clone D14E12), Cell Signaling 

Technology], anti-fosfo-NFκB [(Ser536) (clone 93H1), Cell Signaling Technology], anti-fosfo- 

p38MAPK [(clone D3F9) Cell Signaling Technology], anti-p38MAPK [(clone D13E1) Cell 

Signaling Technology], anti PKAcα (Cell Signaling Technology), Phospho- (Ser) PKC Substrate 

Antibody (# 2261 Cell Signaling Technology), diluído 1: 1000 e anti-β-actina [(clone 13E5) Cell 

Signaling Technology] diluído 1: 2000. As manchas foram então lavadas três vezes durante 10 min 

com T-TBS e incubadas durante 2 h em solução de bloqueio contendo IgG anti-coelho conjugada 



 

com peroxidase diluída 1: 3000. As manchas foram lavadas três vezes novamente durante 10 min 

com T-TBS. Os blots foram então desenvolvidos usando um substrato de quimioluminescência. Os 

blots foram quantificados e os valores de densidade óptica obtidos para as proteínas estudadas. 

Todos os resultados foram expressos como uma razão relativa à proteína total. 

 

4.1.12 Determinação de proteina 

A concentração de proteína foi determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976) 

usando albumina de soro bovino (BSA) como padrão. 

 

4.1.13 Analise estatística 

Os resultados foram expressos como média ± S.E.M. As amostras foram avaliadas quanto 

à distribuição normal usando o teste de Shapiro-Wilk. As diferenças entre os grupos foram 

analisadas por ANOVA unilateral ou bidirecional, seguida do teste de Tukey ou teste de 

Bonferroni, respectivamente. Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente 

significativos. Todas as análises estatísticas foram realizadas usando o software GraphPad Prism 

5.0 (GraphPad Prism Software Inc., San Diego, CA, EUA). 



 

4.2 RESULTADOS 

 

O efeito agudo de LIM (50 mg / kg, p.o.) e LIM/HPβCD (50 mg / kg, p.o.) foi determinado 

por nocicepção da córnea induzida por solução salina hipertônica e nocicepção temporomandibular 

induzida por formalina (Figura 1). A nocicepção corneal induzida por solução salina hipertônica 

produziu uma nocicepção intensa observada pelo aumento do número de limpeza do olho nos 

animais controle em comparação com o grupo sham (p <0,001). Após o tratamento, foi possível 

verificar que os animais tratados com LIM e LIM/HPβCD apresentaram diminuição significativa 

do número de limpeza do olho (p <0,01 ou p <0,001) quando comparados ao grupo controle. Não 

houve diferença estatística entre os grupos LIM e LIM/HPβCD (p> 0,05). O grupo sham não 

mostrou aumento no número de limpeza do olho, indicando que não há nocicepção corneal (Figura 

1A). 

A injeção de formalina na região temporomandibular dos roedores causa comportamentos 

nociceptivos quantitativos e estereotipados caracterizados por rubbing (ato de coçar) da região 

orofacial. Esse comportamento foi fortemente exacerbado pela formalina, como foi observado no 

grupo controle (p <0,01) (Figura 1B). Porém, o pré-tratamento com LIM (p <0,05) e LIM/HPβCD 

(p <0,01) diminuiu o tempo de rubbing facial na região temporomandibular. O efeito de LIM e 

LIM/HPβCD foi semelhante ao do controle positivo morfina (p <0,01). Não foi observada 

diferença estatística entre LIM e LIM/HPβCD (Figura 1B). 



 

 
 

 

 

Figura 1. Avaliação do tratamento agudo com LIM ou LIM/HPβCD na nocicepção corneal induzida por solução salina 

hipertônica (5M) (A) e nocicepção temporomandibular induzida por formalina (B). Os animais foram tratados com 

LIM (50 mg/kg, v.o.), LIM/HPpCD (50 mg/kg, v.o.) ou morfina (MOR) (10 mg/kg, i.p.) e o teste foi avaliado. Os 

valores são expressos como média + SEM (n = 6) ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey, * p <0,05, ** p 

<0,01, *** p <0,001 vs grupo de controle e ### p <0,001 vs grupo sham. CRTL = camundongos tratados com veículo. 

 

 

A energia de afinidade do LIM para os receptores TRPA1 e TRPV1 foi estimada usando o software 

Molegro Virtual Docker v. 6.0.1 (MVD). Os compostos modelados mostraram uma ligação de 

energia favorável em TRPA1 (Figura 2A) com uma pontuação de docking de -9,13kcal/mol. Para 

TRPV1 (Figura 2B), a pontuação de docking foi de -43,11kcal/mol. 



 

 
 

Figura 2. Vistas 2D e 3D dos resultados de docking molecular de LIM para receptores TRPA1 (A) e TRPV1 (B). 

Interação de LIM e receptor TRPA1 (-9,13kcal/mol) (A). Interação do LIM e do receptor TRPV1 (-43,11kcal/mol) 

(B). A estrutura verde representa o limoneno. 

 

 

A lesão de constrição crônica do ramo infraorbital do nervo trigêmeo (CCI-IoN) produziu 

um comportamento nociceptivo caracterizado por uma diminuição no limiar de retirada mecânica. 

Este efeito persistiu durante todos os dias estudados no grupo controle (Figura 3A). Após o 

tratamento diário, os ratos tratados com LIM, LIM/HPβCD e GABA apresentaram aumento dos 

limiares de retirada da pata (p <0,001) nos dias 7, 14, 21 e 28 quando comparados ao grupo 

controle. Além disso, os efeitos antinociceptivos de LIM e LIM/HPβCD foram semelhantes aos da 

gabapentina, o controle positivo. Não houve diferença estatística entre os grupos LIM e 

LIM/HPβCD (p> 0,05) em nenhum dia de avaliação (Figura 3A). A Figura 3B representa a área 

sob a curva de todos os tempos avaliados e mostra que LIM (p <0,001) e LIM/HPβCD (p <0,001) 

reduziram significativamente a hiperalgesia em comparação ao grupo controle. As porcentagens 

da intensidade do estímulo do comportamento nociceptivo calculadas com base no grupo sham 

foram 0,82%, 60,85%, 79,14% e 89,07% para o controle, LIM, LIM/HPβCD e gabapentina, 

respectivamente. 



 

 
 

Figura 3. Avaliação da hiperalgesia mecânica induzida por lesão de CCI-IoN após tratamento diário com LIM (50 

mg/kg, v.o.) ou LIM/HPβCD (50 mg/kg, v.o.) ou gabapentina (GABA) (100 mg/kg v.o.). O zero indica avaliação antes 

da lesão CCI-IoN e a seta indica o momento da lesão IoN (A). AUC da avaliação da hiperalgesia mecânica induzida 

pela lesão CCI-IoN (B). Os valores são expressos em média + SEM (n = 8). ANOVA de duas vias seguida pelo pós- 

teste de Bonferroni *** p <0,001 vs grupo controle. ### p <0,001 vs grupo Sham. CRTL = camundongos tratados com 

veículo. 

 

 

A lesão de constrição crônica do ramo infraorbital do nervo trigêmeo causa dor inflamatória 

com suprarregulação de citocinas pró-inflamatórias (Michot et al., 2015). A Figura 4 representa o 

efeito do tratamento com LIM e LIM / HPβCD nos níveis de TNF-α no nervo trigêmeo 10 dias 

após o CCI-IoN. Como esperado, os resultados mostram que a lesão do nervo produz aumento na 

produção de TNF-α quando comparada ao grupo sham (p <0,001). Por outro lado, o pré-tratamento 

com LIM (p <0,001) e LIM/HPβCD (p <0,01) regulou a liberação de TNF-α no nervo trigêmeo, 

mantendo os níveis de citocinas sham. 



 
 

 

 

Figura 4. Efeito do tratamento crônico com LIM (50 mg/kg, v.o.) ou LIM/HPβCD (50 mg / kg, v.o.) em TNF-α no 

nervo trigêmeo 10 dias após lesão CCI-IoN. Os resultados são expressos como média ± SEM (n = 6). Diferenças 

estatisticamente relevantes foram determinadas por ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey, ** p <0,01, *** 

p <0,001 vs grupo controle e ### p <0,001 vs Sham. CRTL = camundongos tratados com veículo 

 

 

Para avaliar os mecanismos de sinalização envolvidos no efeito antinociceptivo de LIM e 

LIM/HPβCD, a ativação de NFκB e p38MAPK foi avaliada no gânglio trigeminal de animais 

submetidos a CCI-IoN no dia 10 ou 28 após a cirurgia (Figuras 5 e 6). A análise de Western blot 

com anticorpos específicos contra as formas total e fosforilada/ativada de NFκB p65 encontrou um 

aumento nos níveis de NFκB p65 total (p <0,05) e fosforilado (p <0,05) no grupo de controle 10 

dias após CCI-IoN (Figura 5A, C). O pré-tratamento com LIM e LIM/HPβCD diminuiu 

significativamente o imunoconteúdo-NFκB p65 total (p <0,001) e NFκB fosforilado (LIM, p <0,01, 

LIM/HPβCD, p <0,001) em comparação com o grupo de controle (Figuras 5A , C) no dia 10. Além 

disso, não houve diferença estatisticamente significativa entre LIM ou LIM/HPβCD e o grupo de 

controle 28 dias após CCI-IoN (p> 0,05) (Figura 5B, D). 



 

 
 

 
 

 

 

Figura 5. Efeito do tratamento crônico com LIM (50 mg/kg, v.o.) ou LIM/HPβCD (50 mg/kg, v.o.) em NFκB (A, B) 

e fósforo (Ser536) imunoconteúdo NFκB (C, D) no gânglio trigêmeo 10 e 28 dias após a lesão CCI-IoN. Blots 

representativos são mostrados. Os resultados são expressos como média ± SEM (n = 6). Diferenças estatisticamente 

significativas foram determinadas por ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey, ** p <0,01, *** p <0,001 vs 

grupo controle e # p <0,05 vs Sham. CRTL = camundongos tratados com veículo 

 

 
O efeito de LIM e LIM/HPβCD na via de sinalização p38MAPK também foi determinado 

no dia 10 após o CCI-IoN (Figura 6). A ativação de p38MAPK foi medida pela razão de fosfo- 

p38MAPK e imunoconteúdo de p38MAPK total. Os resultados mostram que LIM (p <0,05) e 

LIM/HPβCD (p <0,05) diminuíram a relação fosfop38MAPK/totalp38MAPK quando comparados 



 

ao grupo controle, impedindo a ativação da via MAPK no gânglio trigêmeo de ratos submetidos a 

CCI-IoN (Figura 6). 

 

 
Figura 6. Efeito do tratamento crônico com LIM (50 mg/kg, v.o.) ou LIM/HPβCD (50 mg/kg, v.o.) na razão 

fosfop38MAPK/totalp38MAPK no gânglio trigêmeo 10 dias após lesão CCI-IoN. Blots representativos são mostrados. 

Os resultados são expressos como média ± SEM (n = 6). Diferenças estatisticamente significativas foram determinadas 

por ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey, * p <0,05vs grupo controle. CRTL = camundongos tratados com 

veículo. 

 

 

Em uma tentativa de lançar luz sobre outros mecanismos de sinalização envolvidos no 

efeito anti-hiperalgésico de LIM e LIM/HPβCD, foi determinada a modulação de importantes 

quinases dependentes de segundo mensageiro associadas a comportamento doloroso, PKA e PKC. 

PKA e PKC são duas proteínas intimamente relacionadas ao desenvolvimento ou manutenção de 

dor inflamatória, neuropática e orofacial (Deng et al., 2020; Siqueira-Lima et al., 2019; Xie et al., 

2015). 

A Figura 7 descreve o efeito de LIM e LIM/HPβCD nos níveis de PKAcα em animais CCI- 

IoN. Os resultados mostram uma regulação positiva do imunoconteúdo de PKAcα (p <0,01) nos 

animais controle CCI-IoN 10 e 28 dias após a cirurgia, sugerindo ativação desta quinase. No 

entanto, LIM (p <0,01) e LIM/HPβCD (p <0,01) pré-tratamento foram capazes de diminuir 

significativamente o imunoconte de PKAcα em ambos os períodos estudados. 



 
 

 
 

Figure 7. Efeito do tratamento crônico com LIM (50 mg/kg, v.o.) ou LIM/HPβCD (50 mg/kg, v.o.) em PKAcα no  

gânglio trigêmeo 10 (A) e 28 (B) dias após lesão CCI-IoN. Blots representativos são mostrados. Os resultados são 

expressos como média ± SEM (n = 6). Diferenças estatisticamente significativas foram determinadas por ANOVA de 

uma via seguida pelo teste de Tukey, * p <0,05, ** p <0,01 vs grupo controle e # p <0,05 vs Sham. CRTL = 

camundongos tratados com veículo. 

 

 

Além disso, o envolvimento de PKC no mecanismo de ação LIM e LIM/HPβCD é mostrado 

na Figura 8. Para determinar a atividade de PKC, a análise de western blot foi realizada usando o 

anticorpo substrato fosfo-(Ser) PKC. Este anticorpo reconhece níveis endógenos de várias 

proteínas celulares fosforiladas por PKC em resíduos de serina rodeados por arginina ou lisina. Os 

resultados mostraram que o CCI-IoN ativou as enzimas PKC, causando aumento da fosforilação 

do substrato PKC, conforme observado no grupo controle (p <0,01). No entanto, LIM (p <0,05) e 

LIM/HPβCD (p <0,05) atenuaram a ativação de PKC e, consequentemente, reduziram os níveis de 

fosforilação do substrato de PKC no gânglio trigêmeo 28 dias após a cirurgia (Figura 8). 



 
 

 
 

Figure 8. Efeito do tratamento crônico com LIM (50 mg/kg, v.o.) ou LIM/HPβCD (50 mg/kg, v.o.) imunoconteúdo 

substrato fosfo-(Ser) PKC no gânglio trigêmeo 28 dias após lesão CCI-IoN. Blots representativos são mostrados. Os 

resultados são expressos como média ± SEM (n = 6). Diferenças estatisticamente significativas foram determinadas 

por ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey, * p <0,05vs grupo controle e ## p <0,05 vs Sham. CRTL = 

camundongos tratados com veículo. 

 

 

O efeito do tratamento crônico com LIM (50 mg/kg, v.o.) ou LIM/HPβCD (50 mg/kg, v.o.) 

na toxicidade hepática é mostrado na Figura 9. Tratamento diário por 24 dias com LIM, puro ou 

complexado com HPβCD ou a gabapentina não demonstrou toxicidade hepática medida pela 

atividade AST e ALT no soro de ratos. Não foi observada diferença entre LIM, LIM/HPβCD e o 

grupo sham, bem como entre LIM, LIM/HPβCD e o grupo controle (Figura 9). 



 

 

 
 

 

Figure 9. Efeito do tratamento crônico com LIM (50 mg/kg, v.o.), LIM/HPβCD (50 mg/kg, v.o.) ou gabapentina 

(GABA) (100 mg/kg v.o.) na atividade de AST (A) ou ALT (B) em soro de ratos. Os resultados são expressos como 

média ± SEM (n = 6). Diferenças estatisticamente significativas foram determinadas por ANOVA de uma via. CRTL 

= camundongos tratados com veículo. 

 

 

4.3 DISCUSSÃO 

 

Limoneno (LIM) é o principal constituinte do óleo essencial de casca de laranja e o FDA 

considera este monoterpeno como GRAS (geralmente reconhecido como seguro) como um aditivo 

alimentar, por isso é comercializado livremente em drogarias como suplemento alimentar (Sun, 

2007). Seu perfil como analgésico e antiinflamatório tem sido estudado, mas sua baixa solubilidade 

em água é uma limitação para uso terapêutico (Araújo-Filho et al., 2020; Dos Passos Menezes et 

al., 2017). Os CDs têm sido uma ferramenta farmacêutica amplamente utilizada para melhorar as 

características farmacológicas dos terpenos, especialmente para melhorar seus perfis analgésicos e 

antiinflamatórios (Lima et al., 2016; Santos et al., 2017). Assim, este estudo avaliou o potencial 

antinociceptivo orofacial de LIM (50 mg/kg, p.o.), não complexado e complexado com HPβCD 

(50 mg/kg, p.o.) em testes animais agudos e crônicos de dor orofacial. Foi demonstrado que a 

administração oral de LIM ou LIM/HPβCD atenuou significativamente a nocicepção da córnea e 



 

da formalina na região trigeminal de camundongos e ratos. Além disso, LIM ou LIM/HPβCD 

reduziram a hiperalgesia mecânica em ratos submetidos a lesão de constrição crônica do nervo 

infraorbital (CCI-IoN) ao inibir a liberação de mediadores inflamatórios no gânglio trigeminal, 

bem como suprimir a ativação da via NFκB por meio de p38MAPK desfosforilação/inibição. Além 

disso, LIM ou LIM/HPβCD bloquearam a ativação de PKA e PKC, causando inibição da abertura 

do canal iônico e consequentemente sensibilização periférica e central. Esses achados reforçam o 

perfil anti-hiperalgésico desse terpeno e mostram, pela primeira vez, seu potencial no manejo da 

neuropatia trigeminal. Este estudo revelou que a complexação do LIM com HPβCD reduziu a dose 

farmacológica efetiva deste terpeno, provavelmente por melhorar seu perfil farmacocinético. 

Inicialmente, o efeito antinociceptivo do LIM e LIM/HPβCD na dor aguda do trigêmeo foi 

avaliado por meio do teste de nocicepção corneal. A córnea é utilizada para estudos de nocicepção 

no sistema trigeminal (Meng et al., 1997), uma vez que as fibras mielinizadas e amielínicas dessa 

região respondem a estímulos nocivos mecânicos, térmicos e químicos (Belmonte et al., 1991; 

Gallar et al., 1993) e os nociceptores polimodais da córnea possuem representação no gânglio 

trigeminal através do ramo oftálmico do nervo trigêmeo (Felipe et al., 1999). A administração de 

solução salina hipertônica na córnea de um roedor causa comportamento nociceptivo, e esse efeito 

é modulado pela ativação de alguns canais iônicos, como os receptores TRPV1 (Khalilzadeh et al., 

2016; Magalhães et al., 2018). A solução salina hipertônica potencializou o comportamento 

nociceptivo determinado pela limpeza dos olhos e o pré-tratamento com LIM ou LIM/HPβCD 

atenuou a nocicepção corneal, provavelmente por atuar nos receptores TRPV1, diminuindo o 

influxo iônico e consequentemente afetando os mecanismos de sensibilização. Estudo anterior 

relatou que LIM, não complexado e complexado com β-ciclodextrina, produziu um efeito 

antinociceptivo na nocicepção induzida por capsaicina ao bloquear o canal TRPV1 (Araújo-Filho 

et al., 2017), reforçando o possível papel do LIM como um Antagonista TRPV1. 

Para melhor compreender o efeito antinociceptivo do LIM e LIM/HPβCD na dor aguda do 

trigêmeo, realizamos o teste da formalina. O uso da formalina como estímulo pró-inflamatório e 

algógeno em ratos gera sinais considerados representativos da dor clinicamente observada em 

humanos, e a semelhança entre os dados clínicos e experimentais sugerem que o teste da formalina 

na articulação temporomandibular (ATM) de rato é um método eficaz modelo para avaliar os 

mecanismos associados às disfunções temporomandibulares (Roveroni et al., 2001; Tjølsen et al., 

1992) 



 

A injeção de formalina na região da ATM causa dor orofacial persistente (Romero-Reyes 

e Uyanik, 2014b) ao estimular os nociceptores aferentes, induzindo comportamentos nociceptivos 

(Hartwig et al., 2003; Roveroni et al., 2001). Os mecanismos de sensibilização periférica e central 

estão envolvidos na nocicepção induzida pela formalina, causando respostas neurogênicas  e 

inflamatórias. O estímulo da formalina ativa o receptor do canal iônico TRPA1 e provoca a 

liberação de moléculas inflamatórias, como serotonina, histamina e citocinas (principalmente IL- 

1β e TNFα) (Patapoutian et al., 2009; Raboisson e Dallel, 2004). Nesse contexto, a redução do 

comportamento nociceptivo induzido por formalina causado pelo pré-tratamento com LIM ou 

LIM/HPβCD pode estar relacionada a uma ação direta sobre os neurônios sensoriais aferentes 

primários por meio da modulação dos canais TRPA1, bem como sobre seus efeitos 

antiinflamatório. Dados da literatura mostram que a aplicação sistêmica do LIM produz uma ação 

inibitória sobre a nocicepção resultante do estresse oxidativo induzido pela ativação do TRPA1 

(Kaimoto et al., 2016). Além disso, o efeito antiinflamatório desse terpeno está bem documentado 

na literatura científica (Kummer et al., 2013; Piccinelli et al., 2017), sugerindo que a modulação de 

mediadores inflamatórios poderia desempenhar um papel fundamental no perfil antinociceptivo de 

LIM na dor orofacial. 

Assim, LIM e LIM/HPβCD têm efeito antinociceptivo agudo na dor aguda do trigêmeo. 

Isso pode estar relacionado à atenuação da ativação dos canais TRPV1 e TRPA1 e à modulação do 

processo inflamatório. Estudos têm mostrado que várias moléculas inflamatórias, como citocinas, 

regulam os canais TRPA1 e TRPV1 (El Karim et al., 2015, 2016; Terenzi et al., 2013), indicando 

uma intrincada interferência entre essas duas moléculas no desenvolvimento da dor. Também foi 

demonstrado que outros terpenos, como carvacrol (Alvarenga et al., 2016), α-bisabolol (Fontinele 

et al., 2019), carvona (Kang et al., 2015) e 1,4-cineol (Jiang et al., 2019), carvona (Kang et al., 

2015) e 1,4-cineol (Jiang et al., 2015) al., 2016) apresentam efeitos semelhantes ao LIM, atuando 

nos canais dos TRPs ou na cascata inflamatória. 

Para melhor entender a hipótese em relação à interação entre LIM e o canal TRPA1 e 

TRPV1, realizamos um estudo de docking que confirmou a interação intermolecular entre LIM e 

os canais TRPA1 e TRPV1, com valores de energia negativos de -9,13kcal / mol e - 43,11kcal / 

mol, respectivamente. A energia de ligação entre os alvos é favorável, pois quanto mais negativos 

os valores de energia, mais favorável é a interação. Os canais TRPV1 e TRPA1 estão presentes na 

membrana celular e têm relação direta com a despolarização celular e a transmissão de estímulos 



 

dolorosos. Estímulos térmicos frios prejudiciais (<17 ° C) e estímulos químicos (óleo de mostarda, 

mentol, formalina) podem ativar os canais TRPA1, e estímulos térmicos nocivos quentes (> 43 ° 

C), estímulos químicos (capsaicina) e redução de pH podem ativar o Canais TRPV1 (Gouin et al, 

2017). As substâncias que inibem esses canais têm o potencial de reduzir o estímulo doloroso, 

assim como as substâncias que os ativam intensificam a transmissão do estímulo doloroso (Chu et 

al., 2020; Ohbuchi et al., 2016; Pryde et al., 2017; Yang e Zheng, 2017). Nossos resultados 

comportamentais e de docking sugeriram que LIM é capaz de se ligar e modular os canais TRPA1 

e TRPV1. 

Como o tratamento agudo mostrou que LIM tinha um efeito antinociceptivo promissor, a 

próxima etapa deste estudo foi avaliar o papel desse terpeno na dor orofacial crônica, pois esta 

patologia é uma condição debilitante para a qual os tratamentos farmacológicos atuais muitas vezes 

oferecem apenas alívio parcial da dor (Araújo-Filho et al., 2018). A neuropatia trigeminal é uma 

síndrome de dor orofacial crônica paroxística desencadeada por vários estímulos que ocorrem em 

um ou mais ramos do nervo trigêmeo, como no nervo infraorbital. A CCI-IoN pode causar uma 

queda significativa no limiar de dor (Xia et al., 2019) e este efeito pode ser mediado pela modulação 

do canal TRPA1 (Demartini et al., 2018; Trevisan et al., 2016) e ativação da via inflamatória (He 

et al., 2020). 

Estudos anteriores demonstraram que o LIM apresentou efeito antinociceptivo em 

diferentes modelos de dores crônicas, sem interferir na coordenação motora (Araújo-Filho et al., 

2017b), e em modelos de dor neuropática (Piccinelli et al., 2017). Nesse contexto, nossos resultados 

mostraram que a administração oral de LIM e LIM/HPβCD reduziu a hiperalgesia causada pelo 

CCI-IoN, diminuindo o comportamento induzido pela dor de forma semelhante ao controle 

positivo gabapentina. Este efeito anti-hiperalgésico apresentado pelo LIM também foi observado 

em outros terpenos, como carvacrol (Silva et al., 2016), eucaliptol (Mehta et al., 2020; Melo Júnior 

et al., 2017) e (-) - α-bisabolol (Melo et al., 2019), bem como flavonóides (Ma et al., 2020) e 

extratos de sementes de uva (Cady et al., 2010). Esses achados reforçam a importância de investigar 

os mecanismos de ação desse terpeno na redução da dor orofacial crônica induzida por CCI-IoN e 

de tentar definir sua contribuição para a melhora dos sintomas da neuralgia do trigêmeo. 

Os níveis de citocinas pró-inflamatórias aumentam nos nervos dentro de algumas horas 

após a lesão do nervo e sua produção é aumentada ainda mais quando as células inflamatórias são 

recrutadas para a área da lesão (Anderson e Rao, 2001; Khan et al., 2018). No presente estudo, os 



 

níveis de TNF-α aumentaram no nervo trigêmeo 10 dias após a lesão, confirmando o processo 

inflamatório induzido pelo CCI-IoN. Esse achado está de acordo com estudos anteriores que 

descrevem uma associação entre a modulação dos níveis de citocinas pró-inflamatórias e sinais de 

dor orofacial (Garattini et al., 2019; Khan et al., 2018), incluindo hiperalgesia. O tratamento com 

LIM e LIM/HPβCD reduziu a liberação prolongada de mediadores pró-inflamatórios, conforme 

refletido pelos baixos níveis de TNF-α nos ratos tratados, atenuando as alterações centrais que 

podem resultar em dor neuropática. O perfil antiinflamatório do LIM tem sido descrito em diversos 

estudos, destacando o TNF-α como um dos principais alvos moleculares desse terpeno (de Souza 

et al., 2019; Piccinelli et al., 2017). Além disso, Piccinelli et al. (Piccinelli et al., 2017) enfatizaram 

que a regulação negativa da produção de citocinas desempenha um papel fundamental na ação 

antiinflamatória do LIM, contribuindo para seu efeito anti-hiperalgésico, corroborando nossos 

achados. 

Os mediadores inflamatórios induzem diretamente a sensibilidade dos nervos na dor 

orofacial, promovendo alterações nos níveis de diversos fatores inflamatórios, como o NFκB. Por 

outro lado, uma redução na estimulação da via NFκB alivia a dor orofacial, regulando a expressão 

de citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α (Cady et al., 2014), produzindo uma alteração na 

sensibilização periférica e central. É bem conhecido que a ativação do NFkB pode contribuir para 

a hipersensibilidade da dor inflamatória (Lee et al., 2004; Souza et al., 2015). O pré-tratamento 

com LIM e LIM/HPβCD bloqueou a ativação do NFκB no gânglio trigêmeo 10 dias após o CCI- 

IoN e, consequentemente, atenuou a progressão inflamatória causada pela lesão do nervo e 

melhorou a hiperalgesia neuropática. Dados da literatura também mostram que outros terpenos, 

como fitol (Carvalho et al., 2020), carvacrol (Somensi et al., 2019), L-carveol e L-carvona 

(Marques et al., 2019) atuam sobre o Via NFκB, alterando a transcrição de importantes moléculas 

inflamatórias e oxidativas. Além disso, 28 dias após CCI-IoN, nenhuma alteração na 

fosforilação/ativação de NFκB foi detectada. Este achado está de acordo com os de (Anderson e 

Rao, 2001), que relataram que os níveis do mediador inflamatório voltaram aos valores normais 28 

dias após a lesão. 

Além disso, a via do NFκB pode ser regulada pela proteína quinase ativada por mitogênio 

p38 (p38MAPK), que desempenha um papel crucial no desenvolvimento da dor inflamatória 

orofacial (Zhu et al., 2012). A ativação de p38MAPK desempenha um papel fundamental na 

geração e manutenção da dor neuropática, regulando proteínas moduladoras e expressão e síntese 



 

de receptores, além de estar envolvida na ativação de fatores de transcrição, como NFκB (Agthong 

et al., 2012; Lee et al., 2010). Além disso, a inibição de TNF-α demonstrou atenuar a via de sinal 

p38MAPK no gânglio da raiz dorsal (Li et al., 2018). Nossos resultados mostraram que LIM e 

LIM/HPβCD reduziram a ativação de p38MAPK em animais submetidos a CCI-IoN, diminuindo 

a expressão de proteínas importantes relacionadas à hiperalgesia. A supressão da produção de TNF- 

α induzida pelo LIM pode estar associada ao bloqueio da via p38MAPK, contribuindo para o alívio 

da hiperalgesia mecânica no CCI-IoN. Estudos mostraram que LIM inibe a fosforilação/ativação 

de p38MAPK em vários sistemas biológicos (Bai et al., 2016; Rufino et al., 2015), corroborando 

nossos resultados. 

PKA e PKC são duas quinases importantes que ativam as vias p38MAPK e NFκB na dor 

neuropática (Deng et al., 2020; Siqueira-Lima et al., 2019). Na neuralgia do trigêmeo, a dor pode 

estar associada ao aumento da expressão de PKA e PKC (He et al., 2020; L. K. Koop et al., 2017). 

Essas vias de sinalização intracelular promovem a indução e manutenção da sensibilização central 

e dor persistente devido à fosforilação dos receptores de glutamato e canais iônicos, como TRPA1 

e TRPV1, alterando a probabilidade de abertura do canal (Chen e Huang, 1992; W.-Q. Cui et al., 

2019; Hucho e Levine, 2007; Mandadi et al., 2011) e contribuindo para o desenvolvimento da dor. 

Além disso, PKA e PKC aumentam a expressão de citocinas pró-inflamatórias e pró-nociceptivas 

(Wyatt et al., 2014). É importante mencionar que Younis (2020) relatou que LIM mitigou a lesão 

de infarto do miocárdio através da inibição da via MAPK/NF-κB e um efeito anti-apoptótico. 

Em nosso estudo, LIM e LIM/HPβCD inibiram a ativação de PKA e PKC no gânglio 

trigêmeo no modelo CCI-IoN, conseqüentemente diminuindo a fosforilação (ativação) da MAPK, 

a translocação do NFκB para o núcleo (ativação) e a expressão do mediador inflamatório, 

contribuindo para o efeito antinociceptivo do LIM. Curiosamente, PKA permaneceu ativo até 28 

dias após a lesão do nervo, enquanto LIM poderia bloquear a formação ativa de PKA em todos os 

dias estudados, sugerindo que esta quinase desempenha um papel importante no perfil anti- 

hiperalgésico deste terpeno. 

Finalmente, nenhum sinal de lesão hepática foi observado nos animais tratados com LIM 

sozinho ou complexado com HPβCD, ou em animais tratados com gabapentina de controle 

positivo, indicando que essas substâncias são provavelmente seguras para tratamento crônico. 

Ravichandran et al. (2018) (Ravichandran et al., 2018) categorizou o R-(+)-limoneno como 

substância com baixa toxicidade, e o FDA o considera um GRAS. No entanto, estudos 



 

toxicológicos adicionais são necessários para provar que a administração crônica de LIM para 

controlar a dor em humanos é segura. 

Além disso, foi relatado que LIM possui perfil cardioprotetor (Durço et al., 2019), 

antitumoral (Mukhtar et al., 2018), gastroprotetor, antioxidante (de Souza et al., 2019), 

antinociceptivo e antiinflamatório (Piccinelli et al., 2018) e é, portanto, uma substância interessante 

para uso em ensaios clínicos. No entanto, as propriedades farmacocinéticas destes compostos 

diminuem o seu efeito terapêutico. LIM apresenta solubilidade aquosa limitada, baixa 

biodisponibilidade e provavelmente mostra absorção inadequada após administração oral, 

resultando em efeitos não duráveis (Araújo-Filho et al., 2017b; Dos Passos Menezes et al., 2017; 

Ravichandran et al., 2018; Zhu et al. al., 2019). A incorporação de drogas insolúveis em 

ciclodextrinas modifica as propriedades físico-químicas da molécula (Araújo-Filho et al., 2017c; 

Chi et al., 2015; Guimarães et al., 2015), melhorando a solubilidade em água, a estabilidade 

química e a biodisponibilidade da substância. Além disso, o uso de CDs como um sistema de drogas 

hospedeiro-convidado melhora as ações biológicas e reduz quaisquer possíveis efeitos colaterais 

dos terpenos (Araújo-Filho et al., 2017b; Brito et al., 2015; Ren et al., 2014; Thatiparti e von 

Recum, 2010; Yan et al., 2008) para reduzir a dose efetiva da substância. 

Dessa forma, o uso de CDs melhora as propriedades físico-químicas do LIM, contribuindo 

para a melhor solubilidade e biodisponibilidade desse terpeno quando incorporado ao HPβCD. 

Uma vez que LIM e LIM/HPβCD foram usados na mesma dose nominal (50 mg/kg, p.o), a dose 

eficaz de LIM complexado no HPβCD é menor do que LIM sozinho, reduzindo possíveis efeitos 

colaterais, bem como sua toxicidade potencial. Foi demonstrado que outros terpenos, como (-) α- 

bisabolol (Fontinele et al., 2019), carvacrol (Silva et al., 2016) e citronelal (Santos et al., 2016), 

bem como limoneno complexado com β-CD (Araújo-Filho et al., 2017b), reduziram a dose 

antinociceptiva em relação à substância livre, como foi o caso neste estudo com LIM/HPβCD. 

Portanto, em nossa análise, a complexação de LIM com HPβCD foi notavelmente benéfica e 

mostrou que LIM/HPβCD tem um grande potencial para uso terapêutico no tratamento da dor 

orofacial. 



 

CONCLUSÃO 



 

5 CONCLUSÃO 

 

O presente estudo sugere que LIM isolado e complexado com HPβCD produz um efeito 

antinociceptivo na nocicepção corneal provocada por salina hipertônica em camundongos swiss e 

na nocicepção temporomandibular provocada pela injeção de formalina 2,5% na ATM de ratos 

wistar, além de redução significativa na hiperalgesia mecânica na neuropatia trigeminal causada 

por lesão de constrição crônica do nervo infraorbital. Esses achados parecem estar relacionados 

ao efeito antiinflamatório do LIM, que produz redução dos níveis de citocinas pró-inflamatórias a 

exemplo do TNFα, e à regulação negativa da PKA e ativação da PKC no gânglio trigêmeo. Esses 

efeitos levam à inibição das vias p38MAPK e NFκB, bem como ao bloqueio dos receptores 

TRPV1 e TRPA1, causando diminuição dos comportamentos nociceptivos nos modelos animais 

utilizados neste estudo (Figura 10). Nossos resultados sugerem que a complexação com HPβCD 

aumenta o perfil farmacológico desse terpeno, melhorando sua biodisponibilidade e solubilidade 

em água, melhorando assim seu efeito biológico e sem alteração nos níveis de AST e ALT dos 

animais em estido. No entanto, a transmissão da sensação de dor é complexa e envolve várias vias 

moleculares. Portanto, mais estudos são necessários para elucidar os mecanismos de ação do LIM 

na dor orofacial. 

 

 

 
 

 

 
Figure 10. Proposed mechanisms of action of LIM in CCI-IoN. 
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dezembro de 2021, versão do registro em 10 de janeiro de 2022. Publicado na Phytomedicine, 

com fator de impacto 5.340. 
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A R T I C L E  I N F O   
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A B S T R A C T   
 

Background: Chronic  orofacial  pain  is  a  serious  public  health  problem  with  a  prevalence  of  7–11%  in  the  pop- 

ulation. This disorder has different etiologies and characteristics that make pharmacological treatment difficult.  

Natural products have been shown to be a promising source of treatments for the management of chronic pain, as  

an example the terpenes. 

Purpose: The aim of this study was to evaluate the anti-nociceptive and anti-inflammatory effects of one of these 

terpenes, d-limonene (LIM - a common monoterpene found in citrus fruits) alone and complexed with hydroX- 

ypropyl-β-cyclodextrin  (LIM/HPβCD)  in  preclinical  animal  models. 

Methods: Orofacial pain was induced by the administration of hypertonic saline on the corneal surface, the in- 

jection of formalin into the temporomandibular joint (TMJ), or chronic constriction injury of the  infraorbital 

nerve (CCI-IoN). The study used male Wistar rats and Swiss mice treated with LIM (50 mg/kg), LIM/HPβCD (50 

mg/kg), vehicle (control), gabapentin or morphine, and eyes wiping (induced by hypertonic saline), face rubbing  

(formalin-induced in TMJ) or mechanical hyperalgesia (provoked by CCI-IoN) were assessed. Additionally, ELISA 

was  used  to  measure  TNF-α,  and  western  blot  analysis  to  assess  levels  of  PKAcα,  NFκB,  p38MAPK  and  phos- 

phorylated PKC substrates. Serum levels of aspartate aminotransferase (AST) and alanine transferase (ALT) were 

also evaluated. 

Results: LIM  and  LIM/HPβCD  significantly  reduced  (p < 0.001)  corneal  nociception  and  formalin-induced  TMJ 

nociception. In addition, both substances attenuated (p < 0.001) mechanical hyperalgesia in the CCI-IoN model. 

The   antinociceptive   effect   induced   by   LIM   and   HPβCD/LIM   was   associated   with   decreased   TNF-α levels, 

downregulation of the NFκB and p38MAPK signalling pathways and reduced PKC substrate phosphorylation and 

PKA  immunocontent.  Moreover,  the  results  demonstrated  that  complexation  with  HPβCD  was  able  to  decrease 

the therapeutic dose of LIM. 

Conclusion: LIM was found to be a promising molecule for the treatment of orofacial pain due to its capacity to  

modulate  some  important  mediators  essential  to  the  establishment  of  pain,  and  HPβCD  can  be  a  key  tool  to 

improve the profile of LIM. 
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