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RESUMO 
 

A dor orofacial nociceptiva e inflamatória é altamente prevalente na população, o 
que justifica a busca por analgésicos mais seguros. Certas condições de dor 
orofacial, especialmente dores crônicas de difícil tratamento são mais prevalentes 
no sexo feminino. Este cenário e a frequência de cirurgias nesta região exigem 
estudos inovadores visando a qualidade de vida dos pacientes e opções 
farmacológicas capazes de tratar a dor e seus aspectos afetivos.  Há evidências 
crescentes do potencial analgésico e ansiolítico do óleo essencial de Lavandula 
angustifolia (LAV OE), que através da inalação, pode representar uma alternativa 
segura e não invasiva a ser explorada em condições de dor orofacial. Objetivos: 
avaliar se o LAV OE por via inalatória tem efeito antinociceptivo no teste de 
formalina, e efeitos anti-hiperalgésicos e ansiolíticos em um modelo de dor pós-
operatória orofacial em ratos. Métodos: Os experimentos foram conduzidos em 
fêmeas Rattus norvegicus variedade Wistar, e todos os protocolos foram 
previamente aprovados pelo CEUA/BIO 1348. Os animais foram expostos ao LAV 
OE (5%) por inalação durante 30 minutos, individualmente, e com uso de aparato 
específico desenvolvido para garantir a padronização da volatilização do LAV OE. 
O feltro recebeu 0,5 ml de óleo essencial (OE) ou veículo (VEIC) e foi trocado para 
cada animal. Após a exposição, os animais receberam uma injeção de formalina 
(2,5%, 50 μL) ou solução salina estéril no lábio superior ou pata traseira e o tempo 
de grooming ou número de flinches foram avaliados. Da mesma forma, no dia 3 
após a incisão da mucosa intraoral, os animais foram expostos ao LAV OE e a 
hiperalgesia mecânica e térmica facial foi avaliada de hora em hora, até 4 horas. 
Em adição, animais receberam pré-tratamento com naltrexona (NTX) 15 minutos 
antes da exposição ao LAV OE para verificação de um possível mecanismo de 
ação opioide. A influência da inalação do LAV OE sobre o comportamento do tipo 
ansioso foi avaliada em ratos operados testando-os no campo aberto (CA) e 
labirinto em cruz elevado (LCE). Resultados: LAV OE reduziu a fase I (em 81%) e 
a fase II (em 76%) do teste de formalina orofacial, e apenas a segunda fase no 
teste da formalina na pata (em 47 %), sugerindo que as respostas nociceptivas 
faciais foram mais suscetíveis à inibição. No 3º dia pós-incisão, LAV OE reduziu a 
hiperalgesia térmica e mecânica, iniciando em 30 minutos até 3 horas. O pré-
tratamento com NTX causou uma redução parcial de seu efeito anti-hiperalgésico, 
reforçando a ideia de que a ativação de receptores opioides contribui para a 
analgesia pelo LAV OE. LAV OE aumentou o número de entradas no centro do CA, 
e aumentou o número de entradas e permanência nos braços abertos do LCE, sem 
causar déficit locomotor. Conclusão: A inalação do LAV OE resulta em efeito 
antinociceptivo, e do tipo ansiolítico em ratos submetidos a modelos de dor 
orofacial, o que estimula a realização de estudos adicionais sobre as indicações do 
LAV OE e sua eficácia em outras condições de dor orofacial. 

Palavras-chave: óleo essencial de lavanda; inalação; dor pós-operatória; 
ansiedade; hiperalgesia; teste de formalina. 



 
 

 
 

 
ABSTRACT 

Nociceptive and inflammatory orofacial pain is highly prevalent in the population, 
which justifies the search for safer analgesics. Certain conditions of orofacial pain, 
especially chronic pain difficult to treat are more prevalent in females. This scenario 
and the frequency of surgeries in this region require innovative studies aimed at the 
quality of life of patients and pharmacological options capable of treating pain and its 
affective aspects. There is growing evidence of the analgesic and anxiolytic potential 
of Lavandula angustifolia essential oil (LAV EO), which through inhalation may 
represent a safe and non-invasive alternative to be explored in orofacial pain 
conditions. Aims: evaluate whether inhalation of LAV EO  has an antinociceptive 
effect on formalin testing and anti-hyperalgesic and anxiolytic effects in an orofacial 
postoperative pain model in rats. Main methods: The experiments were conducted 
in female Rattus norvegicus variety Wistar, and all protocols were previously 
approved by CEUA/BIO 1348. The animals were exposed to LAV EO (5%) by 
inhalation for 30 minutes, individually, and using a specific device developed to 
ensure the standardization of LAV EO volatilization. The felt received 0.5 ml of 
essential oil (EO) or vehicle (VEIC) and was changed for each animal. After 
exposure, the animals received an injection of formalin (2.5%, 50 μL) or sterile saline 
solution in the upper lip or hind paw, and the grooming time or the number of flinches 
were evaluated. Similarly, on day 3 after the intraoral mucosa incision, the animals 
were exposed to LAV EO and facial mechanical and thermal hyperalgesia was 
evaluated every hour, up to 4 hours. In addition, animals received pretreatment with 
naltrexone (NTX) 15 minutes before exposure to LAV EO to verify a possible opioid 
mechanism of action. The influence of LAV EO inhalation on anxiety-like behavior 
was evaluated in operated rats testing them in the open field (AC) and elevated cross 
labyrinth (LCE). Key Findings: LAV EO reduced phase I (by 81%) and phase II (by 
76%) of the orofacial formalin test, and only the second phase in the formalin test in 
the paw (in 47%), suggesting that the facial nociceptive responses were more 
susceptible to inhibition. On the 3rd post-incision day, LAV EO reduced thermal and 
mechanical hyperalgesia, starting in 30 minutes up to 3 hours. Pretreatment with 
NTX caused a partial reduction of anti-hyperalgesic effect, reinforcing the idea that 
the activation of opioid receptors contributes to analgesia by LAV OE. LAV EO 
increased the number of entries in the center of the CA, and increased the number of 
entries and permanence in the open arms of the LCE, without causing locomotor 
deficit. Significance: Inhalation of LAV EO results in an antinociceptive, and 
anxiolytic effect in rats submitted to orofacial pain models, which stimulates further 
studies on LAV EO indications and its efficacy in other orofacial pain conditions. 

Key words: lavender essential oil; inhalation; post-operative pain; anxiety; 
hyperalgesia; formalin test. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

1.1 DOR OROFACIAL 

 

 A região orofacial abrange muitas estruturas distintas e com funções 

essenciais, incluindo córnea, meninges, dentes, mucosa nasal e oral e articulação 

temporomandibular, que são frequentemente acometidas por distúrbios dolorosos 

(CHICHORRO; PORRECA; SESSLE, 2017). A dor trigeminal aguda é altamente 

frequente mesmo após pequenos procedimentos cirúrgicos orais, e afeta 

significativamente a recuperação do paciente e a sua qualidade de vida (HANZAWA; 

HANDA; KOHKITA; ICHINOHE et al., 2018; SHUEB; NIXDORF; JOHN; ALONSO et 

al., 2015).  

Neste contexto, o nervo trigêmeo (ou V par craniano) tem grande 

importância, uma vez que os tecidos craniofaciais são inervados pelos seus três 

ramos, sendo eles: oftálmico, mandibular e maxilar (CHICHORRO; PORRECA; 

SESSLE, 2017; DE TOLEDO; RÉUS; FERNANDES; PORPORATTI et al., 2016). O 

nervo trigêmeo tem função mista, sendo esta sensorial e motora, com 

predominância da função sensorial (VAN DER CRUYSSEN; POLITIS, 2018). Seus 

receptores especializados fornecem respostas tanto à ação mecânica leve, como o 

toque, ou a estímulos proprioceptivos. Há também as terminações nervosas livres, 

provenientes de fibras aferentes do tipo Aδ e C. Uma vez ativadas, essas fibras 

conduzem impulsos para o sistema nervoso central (SNC), podendo, desta forma, 

fornecer informações sensoriais-discriminativas ao cérebro sobre a localização, 

qualidade, intensidade e duração do estímulo nocivo (WAITE; ASHWELL, 2012).  

A maioria das fibras mielinizadas e não mielinizadas (Aδ e C, 

respectivamente) tem suas terminações periféricas em tecidos orofaciais, enquanto 

que os corpos celulares dessas fibras estão localizados no gânglio do trigêmeo, 

estrutura que participa ativamente da transmissão nociceptiva orofacial (para 

revisão, ver (MESSLINGER; BALCZIAK; RUSSO, 2020; WAITE; ASHWELL, 2012).  

Os componentes do complexo sensorial trigeminal incluem o núcleo 

sensorial principal e núcleo do trato espinhal, sendo que esse último se divide em 

três diferentes subnúcleos: oralis, interpolaris e caudalis (CHICHORRO; 

PORRECA; SESSLE, 2017). Grande parte dos neurônios nociceptivos de segunda 
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ordem estão localizados no subnúcleo caudalis, o qual recebe a maior proporção 

das terminações centrais dos nociceptores, bem como projeções de áreas 

cerebrais com função modulatória na transmissão somatossensorial. Os neurônios 

de segunda ordem ascendem em tratos para o SNC, onde distribuem-se para 

diferentes estruturas cerebrais as quais estão envolvidas tanto com o 

processamento sensorial quanto com o processamento afetivo da dor (VEINANTE; 

YALCIN; BARROT, 2013). 

Inúmeros fatores e/ou substâncias podem estar envolvidas na ativação dos 

nociceptores trigeminais A presença de dano tecidual induz a liberação de 

mediadores químicos, como as prostaglandinas e bradicinina, substâncias estas 

que podem ativar e/ou sensibilizar as terminações nervosas livres ocasionando dor 

e/ou hiperalgesia (OLIVEIRA JÚNIOR; PORTELLA JUNIOR; COHEN, 2016). 

 Estima-se que a prevalência de dor orofacial em mulheres é duas vezes mais 

alta em comparação com os homens (DE TOLEDO; RÉUS; FERNANDES; 

PORPORATTI et al., 2016), e o sexo feminino tem sido sugerido como sendo um 

fator de risco para a cronificação da dor orofacial (HONDA; HANDA; FUKUDA; 

KOUKITA et al., 2018; HÄGGMAN-HENRIKSON; LIV; ILGUNAS; VISSCHER et al., 

2020).  

No que tange a dor pós-operatória, é relevante mencionar a sua alta 

prevalência na região orofacial. É uma dor que persiste até que o tecido e/ou órgão 

se recupere. Inúmeros procedimentos odontológicos, tais como remoção de 

terceiros molares, implantes e cirurgias ósseas, cirurgias tumorais, dentre outras, 

afetam diretamente o sistema trigeminal. O manejo da dor inclui o uso 

farmacológico de anti-inflamatórios não esteroidais (AINES) e analgésicos opioides 

(PERGOLIZZI; MAGNUSSON; LEQUANG; GHARIBO et al., 2020). Apesar da 

vasta indicação, os AINES devem ter seu uso descontinuado assim que cessam os 

sintomas, tendo em vista os seus efeitos adversos associados a distúrbios 

gastrointestinais, renais e hepáticos, especialmente durante o uso prolongado 

(BJARNASON; SCARPIGNATO; HOLMGREN; OLSZEWSKI et al., 2018; DOMPER 

ARNAL; HIJOS-MALLADA; LANAS, 2021; VARRASSI; PERGOLIZZI; DOWLING; 

PALADINI, 2020). Os opioides são considerados potentes em dores moderadas a 

graves (LIU; HE; MAI; YANG et al., 2021), no entanto, apresentam uma série de 

efeitos adversos como depressão respiratória, sedação, náusea e constipação, 
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além do risco da dependência e desenvolvimento de tolerância pelos pacientes 

(STEIN, 2019).  

Um risco associado a procedimentos cirúrgicos é a cronificação da dor e o 

desenvolvimento de transtornos de humor, como ansiedade e estresse 

(ABDULLAYEV; ULUDAG; CELIK, 2019; VEINANTE; YALCIN; BARROT, 2013). 

Inúmeros fatores estão associados a este risco de cronificação como, por exemplo, 

o tempo de cirurgia, danos do nervo, fatores genéticos, presença de outras 

condições dolorosas, ansiedade antes do procedimento e o manejo pós-operatório 

inadequado (PAK; YONG; KAYE; URMAN, 2018). Os cuidados com o paciente 

após a cirurgia devem priorizar não somente a redução da dor, mas o seu bem 

estar. Ademais, a dor trigeminal aguda também tem sido associada à 

comorbidades emocionais, especialmente a ansiedade, que tem sido considerada 

um fator contribuinte para a cronificação desta dor (GHURYE; MCMILLAN, 2017; 

HONDA; HANDA; FUKUDA; KOUKITA et al., 2018). É extremamente relevante o 

controle da dor orofacial, uma vez que estudos sugerem que um estímulo de 

mesma intensidade é capaz de induzir a sensação de dor mais acentuada na 

região orofacial do que em outras partes do corpo (RODRIGUEZ; SAKURAI; XU; 

CHEN et al., 2017). Os mecanismos envolvidos neste fato ainda permanecem 

desconhecidos, mas estudos sugerem que dores orofaciais exercem forte 

influência no estado emocional do indivíduo acometido (CHICHORRO; PORRECA; 

SESSLE, 2017). 

 

1.2 ASPECTO AFETIVO-EMOCIONAL DA DOR 

 

O componente sensorial da dor refere-se às funções somáticas de 

reconhecimento da intensidade, duração, localização e modalidade, ou seja, a 

discriminação do estímulo. Mas é preciso considerar o componente afetivo-

motivacional a que se referem estas sensações e respostas emocionais – medo, mal 

estar, ansiedade e estresse - provocados pela sensação somática da dor. No 

entanto, esse componente está relacionado à experiência individual da dor, à 

evocação de memórias e de sensações não primariamente relacionadas à sensação 

somática do estímulo (DA SILVA; RIBEIRO-FILHO, 2011). 
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 O estudo dos aspectos emocionais associados à dor permite aproximar o 

estudo da prática clínica e expandir o aspecto translacional avaliando suas 

comorbidades e não apenas a dor isoladamente. O estado emocional e psicológico 

do paciente, sua experiência, motivação e cognição terão uma grande influência na 

experiência de dor de cada indivíduo (ABDULLAYEV; ULUDAG; CELIK, 2019; 

SILVA; RIBEIRO FILHO, 2011). 

A dor, especialmente quando se apresenta de forma aguda, exerce um papel 

importante na adaptação, uma vez que é um sinalizador eficaz da presença de 

estímulo nocivo e evoca comportamentos rápidos de afastamento e proteção 

(VEINANTE; YALCIN; BARROT, 2013). Sendo uma sensação desagradável, a 

lembrança da dor ensina as pessoas a evitar objetos e situações que possam evocá-

la ou piorá-la, como forma de prevenção. Esta alteração de rotina associada à dor 

propriamente dita desencadeia níveis de ansiedade, estresse e modificações 

emocionais que variam conforme a experiência, nível de dor, estado emocional e 

psicológico, motivação e cognição de cada indivíduo (DA SILVA; RIBEIRO-FILHO, 

2011). 

Evidências clínicas crescentes indicam que uma proporção significativa de 

pacientes com dor orofacial apresenta dor espontânea e que esta condição está 

associada com transtornos de humor, principalmente ansiedade e depressão   

(HUMPHRIS; ROGERS; MCNALLY; LEE-JONES et al., 2003). Além dos inúmeros 

estudos em animais que observaram uma relação entre dor orofacial e ansiedade 

(GAMBETA; BATISTA; MASCHIO; TURNES et al., 2018; GAMBETA; 

KOPRUSZINSKI; DOS REIS; ZANOVELI et al., 2016), dados preliminares do nosso 

grupo indicam que animais submetidos à incisão da mucosa oral apresentam 

comportamento do tipo ansioso no terceiro dia após a cirurgia (ARAYA; BAGGIO; 

DE OLIVEIRA KOREN; ANDREATINI et al., 2020; GAMBETA; BATISTA; 

MASCHIO; TURNES et al., 2018; GAMBETA; KOPRUSZINSKI; DOS REIS; 

ZANOVELI et al., 2016; 2017), entretanto poucos estudos tem avaliado estratégias 

de tratamento da ansiedade associada à dor. Neste sentido, muitas terapias 

naturais ganharam espaço nas pesquisas como forma de prevenção e tratamento 

desta comorbidade (CAVANAGH; WILKINSON, 2002; CHIOCA; FERRO; 

BARETTA; OLIVEIRA et al., 2013; DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012; SILVA; 

LUFT; LUNARDELLI; AMARAL et al., 2015), já que proporcionam menos efeitos 
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adversos ou potencializam a atuação de outros fármacos através de terapias 

integrativas e complementares, garantindo melhor qualidade de vida aos pacientes 

(PERRY, R.; TERRY, R.; WATSON, L. K.; ERNST, E., 2012). 

 

1.3 AROMATOLOGIA: ÓLEO ESSENCIAL DE LAVANDULA ANGUSTIFOLIA 
 

A Aromaterapia é classificada e reconhecida como uma Prática Integrativa e 

Complementar, inserida na Política Nacional de Práticas Integrativas e 

Complementares (PNPICS) através da Portaria nº 702 de 21 de março de 2018 

(BARROS, 2018).  

A aromatologia é a ciência que estuda OEs e sua ação farmacológica no 

organismo (LINCK; DA SILVA; FIGUEIRÓ; CARAMÃO et al., 2010). OEs são 

substâncias aromáticas e voláteis, mesmo em temperatura ambiente, produzidas 

através do metabolismo secundário das plantas. É importante ressaltar que apesar 

da crescente investigação dos OEs e seus compostos, mais estudos são 

necessários para esclarecer as suas atividades biológicas. O OE tem uma 

fitoquímica complexa compreendendo 60-100 moléculas, capazes de atuar 

farmacologicamente com várias respostas terapêuticas ao mesmo tempo. Através 

da cromatografia gasosa obtém-se o detalhamento de toda a sua complexa 

composição (CAI; LIN; ZHU; SU, 2006; CAVANAGH; WILKINSON, 2002; 

GALHIANE; RISSATO; CHIERICE; ALMEIDA et al., 2006; TAKAHASHI; SATOU; 

OHASHI; HAYASHI et al., 2011). 

Dentre as propriedades farmacológicas dos OEs temos: propriedades 

antibacterianas, antifúngicas, antivirais, antissépticas, imunoestimulantes, anti-

inflamatórias, analgésicas, antialérgicas, mucolíticas, antiespasmódicas, dentre 

outras, diversificadas entre cada espécie botânica (BAKKALI; AVERBECK; 

AVERBECK; IDAOMAR, 2008; PERRY, R.; TERRY, R.; WATSON, L.; ERNST, E., 

2012). Há diferentes formas de administração possíveis, como a inalação, uso 

tópico e oral, sendo que a via mais utilizadas é a inalatória. É válido ressaltar que 

em casos de anosmia, não há alteração nos efeitos dos OEs em nenhuma das 

concentrações analisadas (CHIOCA; ANTUNES; FERRO; LOSSO et al., 2013). Isto 

ocorre, pois os efeitos farmacológicos são provenientes dos princípios ativos 

presentes no OE e não do aroma propriamente dito, sendo que o aroma tem sua 
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importância na identidade da planta e para evocar memória olfativa (FUJIWARA; 

KOMORI; MITSUO YOKOYAMA, 2002) 

 

1.4  ÓLEO ESSENCIAL DE LAVANDULA ANGUSTIFOLIA 
 

A Lavanda é um arbusto de aproximadamente 30 a 80 cm de altura, com 

folhas lanceoladas e flores de cor azul-violeta dispostas em espigas ou verticilos 

terminais. Pertence à família das Lamiaceae, é uma planta aromática encontrada em 

terrenos e encostas áridos, calcários e fortemente ensolarados na Europa 

Mediterrânea, especialmente Sul dos Alpes e França a até 1800 metros de altitude 

(KOULIVAND; KHALEGHI GHADIRI; GORJI, 2013). 

A extração do LAV OE ocorre por destilação das flores, e sua composição 

apresenta como principais constituintes:  

- álcoois terpênicos (30-50%) – linalol, terpinen-4-ol, Alfa terpineol 

- terpenos (5%) – pinenos e ocimenos 

 - ésteres terpênicos (45-55%) – acetato de linalila, acetato de lavanduila 
(TAKAHASHI; SATOU; OHASHI; HAYASHI et al., 2011) 

 Há evidências crescentes de que o LAV OE e seus principais componentes, 

linalol e acetato de linalila, apresentam efeitos antinociceptivos e anti-inflamatórios 

(PEANA; D'AQUILA; PANIN; SERRA et al., 2002). Estudos pré-clínicos demonstram 

potencial anti-inflamatório e analgésico do LAV OE em experimentos que 

empregaram agentes algogênicos e inflamatórios, tais como formalina, carragenina, 

adjuvante completo de Freund (CFA), óleo de croton e ácido acético (PEANA; 

D'AQUILA; PANIN; SERRA et al., 2002; PEANA; DE MONTIS; SECHI; SIRCANA et 

al., 2004; PEANA; MARZOCCO; POPOLO; PINTO, 2006; SILVA; LUFT; 

LUNARDELLI; AMARAL et al., 2015). Em adição, estudos clínicos sugerem o 

emprego do LAV OE como analgésico ou como terapia complementar. Nesse 

sentido, um estudo realizado após intervenção cirúrgica com 54 pacientes que 

receberam morfina e LAV OE via inalatória demonstrou que essa combinação 

resultou em redução nas doses de morfina, em comparação com os pacientes que 

receberam apenas o analgésico opioide (DOBETSBERGER; BUCHBAUER, 2011). 

É crescente o número de estudos conduzidos em humanos e, mais especificamente 

na dor pós-operatória, há inúmeros trabalhos que demonstram o benefício da 
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inalação do LAV OE (ARSLAN; AYDINOGLU; KARAN, 2020; BOZKURT; VURAL, 

2019; GUO; LI; ZHANG; LIU et al., 2020) sugerindo tanto seu potencial analgésico 

quanto ansiolítico. 

O efeito ansiolítico do LAV OE tem sido demonstrado em muitos estudos 

clínicos e pré-clínicos (CHIOCA; FERRO; BARETTA; OLIVEIRA et al., 2013; 

WOELK; SCHLÄFKE, 2010). O LAV OE diminui os níveis de ansiedade pré-

cirúrgicas e em consultórios odontológicos (ARSLAN; AYDINOGLU; KARAN, 2020; 

BOZKURT; VURAL, 2019; DOBETSBERGER; BUCHBAUER, 2011; GHADERI; 

SOLHJOU, 2020; KRITSIDIMA; NEWTON; ASIMAKOPOULOU, 2010). Além disso, 

os pacientes tratados com LAV OE relataram mais tranquilidade e bem estar, 

segundo escala analógica, o que confere, além dos benefícios, um método simples, 

de baixo risco e econômico (HOYA; MATSUMURA; FUJITA; YANAGA, 2008). Uma 

pesquisa realizada na Alemanha (WOELK; SCHLÄFKE, 2010) comprovou que o 

LAV OE é tão eficaz quanto o Lorazepan para transtorno de ansiedade. Com base 

nisto, a indústria farmacêutica da Alemanha lançou o medicamento Silexan® para 

administração oral contendo 4 gotas de LAV OE sendo sua posologia de 1 

comprimido ao dia (KASPER; MÜLLER; VOLZ; MÖLLER et al., 2018; MÖLLER; 

VOLZ; DIENEL; SCHLÄFKE et al., 2019)(H. WOELK, 2013). 

Apesar das evidências crescentes acerca do LAV OE, faltam estudos 

padronizados com relação às doses, formas de administração e número amostral, 

comprometendo a qualidade destes estudos. Além disso, a via inalatória é pouco 

explorada nos estudos, sendo prevalente a via oral. Além disso, considerando a 

complexa fitoquímica do LAV OE e seus vários mecanismos de ação possíveis, 

parece interessante investigar seu potencial analgésico e anti-inflamatório em 

dores orofaciais bem como nos aspectos emocionais associados. 

 

1.5  OLFATO, INALAÇÃO E VIA ‘NOSE TO BRAIN’ 
 

A aplicação de OEs por inalação ativa a via ‘Nose to Brain’, que pode 

representar uma alternativa interessante na aplicação de substâncias com 

potencial no tratamento de condições de dor orofacial. Através dela, o OE pode ter 

efeito direto e rápido sobre os aferentes trigeminais periféricos além de ser 

rapidamente transportado pela mucosa nasal para o SNC (SHARMA; KUMAR; 
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AIER; SEMWAL et al., 2019). O sistema olfativo nos seres humanos é considerado 

menos potente em relação a outras espécies, no entanto, estudos mostram que 

atua com precisão, sendo capaz de detectar e discriminar milhões de moléculas 

(SHARMA; KUMAR; AIER; SEMWAL et al., 2019). Os seres humanos possuem 

uma maquinaria olfativa especializada, formada por receptores olfativos (OR) 

pertencentes à superfamília de receptores acoplados à proteína G. A estimulação 

destes receptores converte a informação química em potencial de ação neuronal 

através de neurônios quimiossensoriais. O bulbo olfatório retransmite esse sinal 

para diferentes partes do cérebro de especial importância para vários aspectos 

cognitivos, comportamentais e emocionais. Com base nesse contexto, o uso de 

moléculas voláteis ganha especial importância. Pela inalação, chegam ao epitélio 

nasal olfatório, que leva à transdução e transmissão da informação para regiões 

corticais e sistema límbico (BREER, 2003).  É importante mencionar que a ativação 

da via “nose to brain” requer que a substancia inalada apresente características 

que incluem solubilidade em água para adesão à mucosa nasal, baixa polaridade, 

lipofilicidade, volatilidade, além da capacidade de sensibilizar as terminações 

nervosas dos cílios olfativos, as quais são encontradas nos OEs (MAßBERG; 

HATT, 2018; SHARMA; KUMAR; AIER; SEMWAL et al., 2019). 

Em adição, existem evidências de que o nervo trigêmeo também participe na 

via “nose to brain”, através da ativação e/ou sensibilização de seus aferentes. As 

fibras trigeminais intranasais, provenientes dos ramos oftálmico e maxilar, 

encontram-se distribuídas por toda a cavidade nasal, o que sugere sua participação 

nas respostas produzidas nos OEs administrados por via inalatória (DAMANN; 

ROTHERMEL; KLUPP; METTENLEITER et al., 2006) 

Um estudo conduzido por Hatt e colaboradores (LÜBBERT; KYEREME; 

SCHÖBEL; BELTRÁN et al., 2013) demonstrou que os receptores de potencial 

transitório TRPV1, TRPA1 e TRPM8 estão envolvidos na ativação de neurônios 

trigeminais em resposta à exposição a estas moléculas voláteis presentes nos 

OEs. Estes receptores tem grande importância na ativação de vias nociceptivas 

orofaciais e inúmeros estudos mostram que esses receptores contribuem para a 

dor orofacial de origem inflamatória e neuropática (LUO; SUTTLE; ZHANG; WANG 

et al., 2021). Dessa forma, torna-se relevante explorar o papel do nervo trigêmeo 

no efeito de OEs administrados por via inalatória, visto que esse aspecto é pouco 
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explorado, mas pode ampliar a aplicação terapêutica de substâncias por essa via, 

especialmente para o controle de dores orofaciais.  
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2 OBJETIVO 
 
 

2.1 OBJETIVO GERAL 
 

O objetivo do presente estudo é avaliar o efeito antinociceptivo e ansiolítico do 

LAV OE em modelos de dor orofacial em ratos fêmeas. 

 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 

 Avaliar o efeito do LAV OE no teste de formalina orofacial; 

 Avaliar o efeito do LAV OE no teste de formalina na pata; 

 Investigar o efeito antinociceptivo do LAV OE na hiperalgesia térmica no modelo 

de dor pós-operatória; 

 Investigar o efeito antinociceptivo do LAV OE na hiperalgesia mecânica no 

modelo de dor pós-operatória; 

 Avaliar a influência da Naltrexona (antagonista opioide) no efeito antinociceptivo 

do LAV OE na hiperalgesia térmica associada ao modelo de dor pós-operatória; 

 Avaliar o efeito do LAV OE no comportamento do tipo ansioso em animais 

previamente submetidos ao modelo de dor pós-operatória. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

3.1 ANIMAIS 

 

 Os experimentos foram conduzidos em ratos Wistar fêmeas adultas (Rattus 

norvegicus) pesando de 180 a 200 g provenientes do biotério central do setor de 

Ciências biológicas da Universidade Federal do Paraná. Os ratos foram mantidos 

em grupos de quatro animais por gaiola em uma sala climatizada a 22 ± 2°C e em 

ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes acesas às 7h da manhã) com comida e água 

ad libitum. O cepilho foi trocado em dias alternados para manter higiene e o bem 

estar dos animais. Os procedimentos foram realizados durante o dia, entre 8h e 18h, 

e os animais foram ambientados por pelo menos 48 horas antes de cada 

experimento. Todos os protocolos foram previamente aprovados pelo Comitê de 

Ética para o Uso de Animais no Setor de Ciências Biológicas da Universidade 

Federal do Paraná (CEUA/BIO-UFPR nº 1348) e realizados de acordo com a diretriz 

brasileira do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal) 

e as recomendações do ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo 

Experiments) embasados nas diretrizes do Centro Nacional para a Substituição, 

Refinamento e Redução de Animais em Pesquisa (NC3RS). 

 

 

3.2 DROGAS E SOLUÇÕES 

 
 LAV OE e óleo vegetal neutro (ou seja, óleo de abacate) foram obtidos de 

uma fonte comercial, sendo utilizado lote único (Quinarí - Ponta Grossa - Brasil) e 

ambos foram diluídos em álcool de cereais (Cloroquímica – Curitiba – Brasil) para 

uma concentração de 5% (v/v) segundo estudos anteriores (CHIOCA; FERRO; 

BARETTA; OLIVEIRA et al., 2013).  A amostra foi analisada para confirmar a 

composição química e os principais componentes (Cromatografia gasosa acoplada à 

espectrometria de massa / Alta Resolução (GC-MS). As análises de GC tem sido 

amplamente utilizadas para a caracterização do LAV OE e outros OEs (CAI; LIN; 

ZHU; SU, 2006; CAVANAGH; WILKINSON, 2002; GALHIANE; RISSATO; 

CHIERICE; ALMEIDA et al., 2006; TAKAHASHI; SATOU; OHASHI; HAYASHI et al., 
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2011). LAV OE apresentou 30% de linalol e 40,1% de acetato de linalila, que são os 

principais componentes do LAV OE (CAVANAGH; WILKINSON, 2002; TAKAHASHI; 

SATOU; OHASHI; HAYASHI et al., 2011), que estão de acordo com os padrões 

estabelecidos pela ISO-3515 de 2002 (STANDARDIZATION, 2002). 

 Cloridrato de cetamina (50 mg/kg, Syntec, São Paulo, Brasil) e cloridrato de 

Xylasina (7 mg/kg, Syntec, São Paulo, Brasil) foram utilizados como anestésicos. 

Alguns experimentos foram realizados com a administração da Formalina (Alphatec, 

Brasil) diluída a 2,5% em solução salina estéril a 0,9% (Indústria Farmacêutica 

Equiplex, Goiânia, Brasil). A naltrexona (5 mg/kg, NTX, Tocris Bioscience, Bristol, 

UK) foi diluída em solução salina estéril (Indústria Farmacêutica Equiplex, Goiânia, 

Brasil) e a dose utilizada foi baseada em estudos anteriores (EISENBERG, 1984; 

HANEY; MICZEK, 1994; SAVERNINI; SAVERNINI; DE AMARAL; ROMERO et al., 

2012). Todas as drogas foram preparadas pouco antes da realização dos 

experimentos. 

 

 

3.3 EXPOSIÇÃO AO LAV OE 

 

 A exposição ao LAV OE ou veículo (óleo de abacate 5% - VEIC) foi feita 

individualmente em uma caixa moradia (41 x 32 x 16,5 cm), com um dispositivo 

especial desenvolvido para os experimentos (como mostrado na FIGURA 1) visando 

a volatilização padronizada e permitindo que os animais inalassem o OE por 30 

minutos, conforme estudos anteriores (CHIOCA; FERRO; BARETTA; OLIVEIRA et 

al., 2013; SHAW; ANNETT; DOHERTY; LESLIE, 2007). Os animais foram mantidos 

em salas separadas durante os experimentos para que o grupo controle não fosse 

exposto ao odor de LAV OE. Assim, evitou-se a interferência do OE no grupo 

controle. Além disso, a exposição ao OE ocorreu com apenas 1 animal por caixa 

para que não houvesse interferência na farmacocinética, considerando a via 

inalatória e a excreção por via pulmonar e urina. Considerando a baixa padronização 

de outros estudos, todos os procedimentos experimentais foram organizados e o 

aparato desenvolvido de forma a padronizar o estudo e proporcionar 

reprodutibilidade dos dados. Detalhes como o uso de feltro e abertura frontal no 

aparato difusor permitem volatilização padronizada. Além disso, a localização do 
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difusor na grade da caixa permitiu um distanciamento adequado e impossibilitou que 

os animais lambessem ou roessem o feltro contendo o LAV OE. As caixas foram 

parcialmente cobertas por papel craft para manter por mais tempo LAV OE no 

ambiente de forma padronizada. Os experimentos foram conduzidos sempre na 

mesma sala experimental para controle de iluminação, temperatura e tamanho do 

ambiente. 

 
Figura 1 - Dispositivo especial produzido em acrílico para inalação de LAV OE ou de veículo (5%). O 
feltro recebeu 0,5 ml de LAV OE ou VEIC (óleo de abacate) e foi substituído para cada animal. A 
abertura frontal permite a volatilização padronizada do LAV OE. (Fonte: o autor, 2021) 

 
3.4 MODELOS DE DOR 

 
3.4.1 TESTE DA FORMAINA 
 

 O teste de formalina orofacial foi realizado conforme descrito por Clavelou et 

al. (DALLEL; RABOISSON; CLAVELOU; SAADE et al., 1995) com pequenas 

modificações, conforme descrito anteriormente pelo nosso grupo (CHICHORRO; 

LORENZETTI; ZAMPRONIO, 2004). O teste da formalina também foi realizado com 

injeção subcutânea (s.c.) na superfície plantar de uma das patas traseiras, como 

descrito anteriormente por Abbott et al. (ABBOTT; FRANKLIN; WESTBROOK, 

1995). Resumidamente, os ratos foram colocados individualmente em caixas 

moradia por um período de ambientação de aproximadamente 15 minutos. Os 

animais receberam uma injeção s.c.de formalina (2,5%, 50 μL) ou veículo (50 μL de 

solução salina) no lábio superior ou pata traseira (FIGURA 2) e o comportamento de 

grooming (ou seja, o tempo gasto esfregando a área injetada com as patas 

dianteiras) foi avaliado por 30 minutos, e o número de flinches (ou seja, movimento 
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de agitação da pata injetada) foi contado durante 60 minutos, respectivamente. A 

primeira e segunda fases do teste de formalina orofacial foram consideradas 0 a 3 

minutos e 12 a 30 minutos após a injeção, respectivamente. Após a injeção de 

formalina na pata traseira, a primeira fase foi considerada de 0 a 5 minutos, e a 

segunda fase de 15 a 60 minutos. 

 

 
 

Figura 2 – Testes da Formalina: injeção s.c. de formalina a 2,5% na pata traseira direita ou lábio 

superior direito. (Fonte: o autor, 2021) 

 

 
3.4.2 MODELO DE DOR PÓS-OPERATÓRIA 

 

 A dor pós-operatória foi induzida de acordo com o modelo proposto por Urata 

e colaboradores (URATA; SHINODA; HONDA; LEE et al., 2015) e adicionalmente 

caracterizado pelo nosso grupo (ARAYA; BAGGIO; DE OLIVEIRA KOREN; 

ANDREATINI et al., 2020; ARAYA; BARROSO; DE MELO TURNES; RADULSKI et 

al., 2020). Os ratos foram anestesiados com uma mistura de cetamina e xilazina (50 

mg/kg e 7 mg/kg, i.p., respectivamente). Após a indução da anestesia, os animais 

foram mantidos com a boca aberta e colocados em posição lateral. Foi feita incisão 

na mucosa intraoral, padronizada no lado direito (profundidade, 2 mm; comprimento, 

10 mm) e uma sutura foi feita no meio da incisão, como mostrado na FIGURA 3. Os 

ratos foram acompanhados até que se recuperassem da anestesia. O grupo falso- 

operado foi submetido à mesma manipulação, mas a incisão e a sutura não foram 

realizadas. 
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Figura 3 – Procedimento de incisão na mucosa oral (Fonte: o autor, 2021). 
 

 
3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS 

 
 
3.5.1 AVALIAÇÃO DA HIPERALGESIA TÉRMICA 

 

 A hiperalgesia térmica orofacial dos animais foi avaliada como descrito 

anteriormente pelo grupo (ARAYA; BAGGIO; DE OLIVEIRA KOREN; ANDREATINI 

et al., 2020; ARAYA; BARROSO; DE MELO TURNES; RADULSKI et al., 2020; 

CHICHORRO; ZAMPRONIO; CABRINI; FRANCO et al., 2009). Inicialmente, os ratos 

foram habituados ao método de contenção para evitar estresse durante o teste. O 

limiar de resposta ao calor facial foi avaliado através da aproximação de uma fonte 

de calor radiante (cerca de 50°C) a uma distância de 1 cm da superfície da região 

das vibrissas no lado direito da face, ou seja, no mesmo lado da incisão na mucosa 

intraoral, conforme ilustrado na FIGURA 4. A latência de resposta foi registrada, 

sendo considerados os movimentos de retirada da cabeça ou a agitação vigorosa 

das vibrissas. Um tempo de corte de 20 segundos foi estabelecido para evitar danos 

teciduais. 
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Figura 4 – os animais foram gentilmente contidos e uma fonte de calor radiante (cerca de 50°C) foi 
aproximada a cerca de 1 cm da superfície da região das vibrissas. (Fonte: o autor, 2021) 
 

 

3.5.2 AVALIAÇÃO DA HIPERALGESIA MECÂNICA 

 

 Os ratos foram mantidos individualmente para ambientação em caixas de 

observação por pelo menos 2 horas antes do teste. O limiar mecânico foi medido 

usando uma série de 8 filamentos de von Frey com gramaturas entre 0,04 a 8,0 g 

em ordem crescente (monofilamentos Semmes-Weinstein, Stoelting, Wood Dale, IL - 

EUA) como descrito anteriormente pelo nosso grupo (ARAYA; BAGGIO; KOREN; 

ANDREATINI et al., 2020; ARAYA; BARROSO; DE MELO TURNES; RADULSKI et 

al., 2020; CHICHORRO; ZAMPRONIO; CABRINI; FRANCO et al., 2009; GAMBETA; 

KOPRUSZINSKI; DOS REIS; ZANOVELI et al., 2016). O teste consistiu em três 

aplicações consecutivas de cada filamento de Von Frey na região das vibrissas do 

rato, no mesmo lado da incisão, com um intervalo de 30 segundos entre cada 

aplicação (FIGURA 5). Cada série de estimulação começou com o filamento 

produzindo a menor força e seguiu até o filamento que evocava duas respostas 

positivas, incluindo retirada rápida da cabeça, grooming ou reações de fuga ou 

ataque contra o filamento. Para evitar respostas inespecíficas, foi realizada uma 

seleção prévia e apenas animais que não responderam à aplicação do filamento de 

8 g foram incluídos no estudo (CHICHORRO; ZAMPRONIO; RAE, 2006). 
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Figura 5 - O limiar mecânico foi avaliado através da aplicação de uma série de 8 filamentos de Von 
Frey, que variavam de 0,04 a 8,0 g, em ordem crescente na região das vibrissas do rato no mesmo 
lado da incisão mucosa intraoral. (Fonte: o autor, 2021). 

 

3.5.3 COMPORTAMENTO DO TIPO ANSIOSO 

 

3.5.3.1 TESTE DO CAMPO ABERTO (CA) 

 

 Este teste foi realizado conforme descrito anteriormente (WALSH; CUMMINS, 

1976) e consistiu em colocar os ratos no centro de uma arena (50 cm de 

comprimento, 50 cm de largura e 40 cm de altura) com paredes laterais fechadas e o 

chão dividido em nove quadrantes (FIGURA 6). O comportamento dos ratos foi 

registrado durante 5 minutos para avaliação posterior do número de cruzamentos 

entre essas unidades (quadrados) e o número de cruzamentos no quadrante central, 

com as quatro patas. 

 
Figura 6 – Campo aberto com demarcação dos quadrantes (Fonte: o autor, 2021) 
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3.5.3.2 TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE) 

 

 Este teste foi realizado de acordo com estudos anteriores (CAROBREZ; 

BERTOGLIO, 2005; PELLOW; CHOPIN; FILE; BRILEY, 1985; RODGERS; DALVI, 

1997) em uma sala com luz controlada (60 lux). O teste teve início ao colocar o 

animal no centro do aparato (FIGURA 7), de frente para o braço aberto e, durante 5 

minutos, o número de entradas e o tempo gasto nos braços abertos e fechados foi 

registrado. Além disso, foram avaliadas medidas etológicas, incluindo avaliação de 

risco e comportamento de Head dip, ou seja, “mergulho da cabeça” (BLANCHARD; 

BLANCHARD; RODGERS, 1991; BLANCHARD; BLANCHARD, 1990) 

 

 

 
 

Figura 7 – Labirinto em cruz elevado (Fonte: o autor, 2021) 

 

 

3.6 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS 
 

Teste de formalina (orofacial e pata traseira): os animais foram expostos ao 

veículo (VEIC) ou LAV OE 5% durante 30 minutos, e imediatamente após a 

inalação, receberam uma injeção (s.c.) de formalina ou salina no lábio superior e o 

tempo de grooming foi avaliado por 30 minutos. Um grupo independente de ratos foi 

submetido aos mesmos procedimentos, mas após a inalação receberam formalina 
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ou injeção de veículo na superfície plantar de uma das patas traseiras, e o número 

de flinches foi registrado durante 60 minutos. 

 

Modelo de dor orofacial pós-operatória: a avaliação da hiperalgesia mecânica e 

térmica foi realizada em grupos independentes de animais. As respostas ao calor e 

ao estímulo mecânico foram avaliadas em animais submetidos à incisão da mucosa 

intraoral ou do grupo falso-operado. No terceiro dia após a cirurgia, os animais foram 

expostos ao LAV OE ou VEIC durante 30 minutos, seguidos de avaliação do calor e 

hiperalgesia mecânica aos 30 minutos após a inalação e em intervalo de 1 hora até 

a 4ª hora. Um terceiro grupo independente recebeu injeção intraperitoneal de NTX 

15 minutos antes da inalação do LAV OE no terceiro dia após a incisão intraoral, e a 

avaliação da hiperalgesia térmica ocorreu conforme descrito anteriormente. Animais 

do grupo falso-operado receberam os mesmos tratamentos.  

Testes no LCE e CA: No dia 3 após incisão intraoral, os animais foram expostos ao 

LAV OE ou VEIC durante 30 minutos, seguidos pela avaliação no LCE, e 

prontamente transferidos para o CA. Os mesmos animais foram registrados por 5 

minutos em cada aparato para análise posterior de seu comportamento, 

considerando-se medidas clássicas e etológicas. 

 

Todos os protocolos experimentais estão ilustrados antes de cada resultado. 

 

3.7  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 O teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para assegurar 

que os dados atendessem aos critérios para realização dos testes paramétricos. 

Quando os critérios foram aceitos, os resultados foram expressos como média ± erro 

padrão da média (E.P.M.) de 9 a 10 animais por grupo e o nível de significância foi 

definido em P<0,05. A análise da variância (ANOVA) de duas vias com medidas 

repetidas seguidas pelo teste pós-hoc de Bonferroni foi utilizada para analisar dados 

do teste de formalina e hiperalgesia mecânica e térmica induzida por incisão 

intraoral. Dados cumulativos das fases I e II do teste de formalina, e os dados dos 

testes CA e LCE foram analisados pela ANOVA de uma via seguida pelo teste pós-
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hoc de Bonferroni. A análise estatística foi realizada usando o GraphPad Prism 6 

para Windows (GraphPad Software, San Diego California USA). 

 
4  RESULTADOS 
 

4.1  LAV OE reduziu o comportamento nociceptivo induzido por formalina 

 A injeção subcutânea de formalina (2,5%, 50 μL) no lábio superior induziu 

uma resposta nociceptiva bifásica, que foi significativamente diferente dos ratos que 

receberam a injeção de salina (P < 0,05, Figura 8B).  O tratamento com LAV OE 

causou uma redução significativa da nocicepção induzida por formalina em 0 a 3 min 

e no intervalo de 9 a 30 minutos. A Figura 8C ilustra o tempo de grooming na fase I 

(0-3 minutos) e na fase II (12-30 minutos) da nocicepção induzida por formalina. 

Ambas as fases do teste da formalina foram significativamente reduzidas após a 

inalação de LAV OE (P < 0,05). A exposição prévia ao LAV OE em ratos que 

receberam uma injeção de salina não alterou o tempo de grooming facial em 

comparação com o grupo controle (VEIC-SAL, p>0.05) Figuras 8B e 8C).  
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Figura 8. LAV OE reduziu o comportamento nociceptivo induzido por formalina na região orofacial. 
(A) Linha do tempo dos procedimentos experimentais. (B) Os ratos foram expostos ao LAV OE ou 
VEIC, ambos na concentração de 5%, por 30 minutos seguidos por injeção de Formalina (FOR, 
2,5%/50 μL) ou salina (SAL, 50 μL) no lábio superior. O comportamento de grooming facial foi 
avaliado durante 30 minutos. (C) Efeito do LAV OE na fase I (0-3 minutos) e fase II (12-30 minutos) 
do teste da formalina orofacial. Os dados são expressos como média ± EPM (n = 10). ANOVA de 2 
vias (B) e 1 via (C) seguido do teste post-hoc de Bonferroni. *P < 0,05 quando comparado com o 
grupo VEIC-SAL e # P < 0,05 quando comparado com o grupo VEIC-FOR. VEIC - veículo; FOR - 
formalina; 
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A formalina (2,5%, 50 μL) injetada na pata traseira dos ratos também induziu uma 

resposta nociceptiva bifásica, significativamente diferente dos ratos injetados por 

salina (P < 0,05) como mostrado na Figura 9B. No entanto, o tratamento com LAV 

OE não causou uma redução significativa da nocicepção induzida por formalina em 

0-5 min, classificada como fase I (P > 0,05), mas a exposição prévia ao LAV OE 

causou uma redução significativa da nocicepção induzida por formalina no intervalo 

de 20 a 40 minutos (P < 0,05).  A Figura 9C ilustra a resposta nociceptiva 

cumulativa na fase I (0-5 minutos) e na fase II (15-60 minutos) do teste de formalina. 

O LAV OE não alterou a resposta nociceptiva na fase I (P > 0,05) do teste, mas 

reduziu significativamente a fase II (P < 0,05).  A exposição prévia ao LAV OE em 

ratos que receberam injeção de salina não alterou o tempo de flinches em 

comparação com o grupo controle (ou seja, VEIC-SAL, P > 0,05, Figuras 9B e 9C). 
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Figure 9. LAV OE reduziu o comportamento nociceptivo na fase II do teste de formalina na pata. (A) 
Linha do tempo dos procedimentos experimentais. (B) Os ratos foram expostos ao LAV OE ou VEIC, 
ambos na concentração de 5% por 30 minutos, e em seguida receberam uma injeção de Formalina 
(FOR, 2,5%/50 μL) ou salina (SAL, 50 μL) na pata traseira. O número de flinches foi registrado por 60 
minutos. (C) Efeito do LAV OE na fase I (0-5 minutos) e fase II (15-60 minutos) do teste de formalina 
na pata. Os dados são expressos como média ± EPM (n = 10). ANOVA de 2 vias (B) e 1 via (C) 
seguido do teste post-hoc de Bonferroni.*P < 0,05 quando comparado com o grupo VEIC-SAL e # P < 
0,05 quando comparado com o grupo VEIC-FOR. VEIC - veículo; FOR - formalina;  
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4.2  LAV OE reduziu a hiperalgesia térmica e mecânica no modelo de dor orofacial 

pós-operatória em ratos 

 

 De acordo com estudos prévios do nosso grupo (ARAYA; BAGGIO; DE 

OLIVEIRA KOREN; ANDREATINI et al., 2020; ARAYA; BARROSO; DE MELO 

TURNES; RADULSKI et al., 2020), a incisão intraoral causa hiperalgesia térmica e 

mecânica que atinge o pico no dia 3 após a cirurgia. A exposição ao LAV OE por 

inalação resultou em um aumento do tempo de latência em resposta ao estímulo 

térmico que começou em 30 minutos e persistiu até 2 horas após o tratamento (P < 

0,05), como ilustrado na Figura 10B. A exposição prévia ao LAV OE não alterou 

significativamente o tempo de latência do grupo falso-operado, seja ele tratado com 

veículo ou LAV OE. Em adição, o LAV OE foi capaz de atenuar a hiperalgesia 

mecânica facial induzida pela incisão intraoral, com um efeito significativo que durou 

de 30 minutos até 3 horas (P < 0,05, Figura 10C). A exposição prévia ao LAV OE 

não alterou o limiar mecânico dos animais do grupo falso-operado durante todo o 

período de avaliação.  
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Figura 10 - LAV OE reduziu a hiperalgesia térmica e mecânica no modelo de dor orofacial pós-
operatória em ratos. (A) Linha do tempo dos procedimentos experimentais. No dia 3, após a incisão 
oral, os ratos desenvolveram hiperalgesia térmica e mecânica que foram significativamente reduzidas 
pela exposição dos animais ao LAV OE (5% por 30 minutos) em comparação com o grupo exposto ao 
veículo (B e C, respectivamente). Os dados são expressos como média ± EPM (n = 10). ANOVA de 2 
vias com medidas repetidas seguidas pelo teste post-hoc de Bonferroni. *P ≤ 0,05 em comparação 
com o grupo falso-operado-VEIC; e # P ≤ 0,05 em comparação com o grupo INC-VEIC. INC- incisão; 
VEIC- veículo. 
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4.3  A naltrexona reduziu o efeito anti-hiperalgésico do LAV OE no modelo de dor 
pós-operatória 
 

 A exposição dos animais ao LAV OE por inalação causou um aumento do 

tempo de latência para resposta ao estímulo térmico em ratos submetidos à incisão 

intraoral (P < 0,05), mas não alterou a resposta do grupo falso-operado (P > 0,05). O 

pré-tratamento sistêmico com naltrexona (15 min antes dos tratamentos inalatórios) 

não afetou a resposta dos grupos controle (falso-operado e incisão exposto ao 

veículo) (P > 0,05), entretanto causou uma redução parcial do efeito anti-

hiperagesico do LAV OE nos animais submetidos à incisão e expostos ao LAV OE 

(P < 0,05, Figura 11B).  
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Figura 11 - A naltrexona reduziu o efeito anti-hiperalgésico do LAV OE no modelo de dor pós-
operatória. (A) Linha do tempo dos procedimentos experimentais. (B) O pré-tratamento com 
naltrexona (NTX, 5 mg/kg, i.p.) atenuou o  efeito do LAV OE na hiperalgesia térmica no dia 3 após a 
incisão. Os dados são expressos como média ± EPM (n = 10), ANOVA de 2 vias com medidas 
repetidas seguidas do teste post-hoc da Bonferroni. *P ≤ 0,05 quando comparado com Falso-
operados-NTX-VEIC, e # P ≤ 0,05 quando comparado com INC-SAL-LAV OE. NTX–naltrexona; VEIC- 
veículo; INC-incisão SAL-salina 
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4.4  LAV OE apresentou efeito do tipo ansiolítico em ratos submetidos à incisão 

intraoral 

 

 Um estudo anterior do nosso grupo demonstrou que no terceiro dia após a 

incisão intraoral, os ratos exibem comportamento do tipo ansioso (ARAYA; BAGGIO; 

DE OLIVEIRA KOREN; ANDREATINI et al., 2020). Os dados do presente estudo 

mostram que o número de cruzamentos no CA não difere entre ratos do grupo falso-

operado e incisão (P > 0,05), bem como, não é afetado pela exposição prévia do 

veículo ou LAV OE (P > 0,05) como ilustrado na Figura 12B. Da mesma forma, não 

houve diferença entre os grupos no número de entradas nos braços fechados no 

LCE (P < 0,05); Figura 13A), e, juntos, esses resultados indicam ausência de déficit 

locomotor. No entanto, ratos submetidos à incisão mostraram um número reduzido 

de entradas no centro da arena do CA, em comparação com ratos falso-operados (P 

< 0,05), que foi completamente restaurado pela exposição ao LAV OE (P < 0,05), 

mas não ao veículo (P > 0,05; Figure 12C). Além disso, como observado na Figura 
13D, foi detectada uma diferença significativa entre os grupos quando o tempo gasto 

nos braços abertos de LCE foi avaliado. As figuras 13C e 13D mostram que a 

inalação de LAV OE causou um aumento no número de entradas e no tempo gasto 

nos braços abertos (P < 0,05), indicando significativo efeito ansiolítico em 

comparação com os ratos tratados com veículo. As medidas etológicas de Avaliação 

de Risco e mergulho de cabeça (head dip) estenderam as observações de que ratos 

submetidos à incisão apresentam comportamento do tipo ansioso em comparação 

aos ratos falso-operados (P < 0,05). A exposição ao LAV OE causou uma diminuição 

no tempo do comportamento de avaliação de risco (Figura 13E) e induziu um 

aumento na frequência dos mergulhos da cabeça (Figura 13F), em relação ao grupo 

operado tratado com veículo (P < 0,05). Esses dados corroboram o efeito do tipo 

ansiolítico do LAV OE mostrado nos resultados anteriores. 
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Figura 12 - LAV OE causou efeito ansiolítico em ratos submetidos à incisão intraoral e avaliados no 
teste de Campo Aberto. (A) Linha do tempo dos procedimentos experimentais; (B) Efeito do LAV OE 
no número de cruzamentos; (C) Efeito do LAV OE no número de entradas no centro do aparato. Os 
dados são expressos como média ± EPM (n = 9-10). ANOVA de uma via seguido do teste post-hoc 
de Bonferroni. *P ≤ 0,05 em comparação com o grupo falso-operado-VEIC; e # P ≤ 0,05 em 
comparação com o grupo INC-VEIC. VEIC – veículo; INC – incisão. 
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Figura 13 - LAV OE causou efeito do tipo ansiolítico em ratos submetidos à incisão intraoral e 
avaliados no LCE. (A) Efeito do LAV OE no número de entradas nos braços fechados; (B) Efeito do 
LAV OE no tempo de permanência nos braços fechados; (C) Efeito do LAV OE no número de 
entradas nos braços abertos; (D) Efeito do LAV OE sobre o tempo de permanência nos braços 
abertos; (E) Efeito do LAV OE em movimentos de stretch (avaliação de risco); (F) Efeito do LAV OE 
no número de mergulhos de cabeça dos animais. Os dados são expressos como média ± EPM (n = 
9-10). ANOVA de uma via seguido do teste post-hoc de Bonferroni. *P ≤ 0,05 em comparação com o 
grupo SHAM-VEIC; e # P ≤ 0,05 em comparação com o grupo INC-VEIC. VEIC – veículo; INC – 
incisão. 
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5. DISCUSSÃO 
 

 Os resultados do presente estudo mostram, pela primeira vez, que o LAV OE 

por inalação promove efeito antinociceptivo e do tipo-ansiolítico em modelos de dor 

orofacial. Esses achados suportam o uso clínico do LAV OE como adjuvante no 

controle da dor e ansiedade associados aos procedimentos orofaciais, além de 

estimular novos estudos que examinam o benefício da inalação do LAV OE em 

outras condições de dor orofacial, inclusive dores orofaciais crônicas. 

 Há evidências crescentes de que o LAV OE e seus principais componentes, 

linalol e acetato de linalila, apresentam efeitos antinociceptivos e anti-inflamatórios. 

Experimentos in vivo demonstraram que a administração sistêmica de linalol reduziu 

o edema induzido por carragenina na pata traseira de ratos (PEANA; D'AQUILA; 

PANIN; SERRA et al., 2002), enquanto que um experimento in vitro mostrou sua 

capacidade de reduzir a liberação de óxido nítrico (PEANA; MARZOCCO; POPOLO; 

PINTO, 2006). Da mesma forma, a administração oral do LAV OE causou uma 

redução na pleurisia e infiltração de leucócitos induzidos por carragenina, bem 

como, reduziu o edema de orelha dos ratos induzido por óleo de croton. É válido 

ressaltar, que nesse último experimento, a magnitude do efeito foi semelhante após 

a aplicação oral ou tópica (SILVA; LUFT; LUNARDELLI; AMARAL et al., 2015). Além 

disso, o pré-tratamento oral com LAV OE também reduziu ambas as fases da 

resposta induzida pela formalina (2%) injetada na pata traseira dos ratos (SILVA; 

LUFT; LUNARDELLI; AMARAL et al., 2015). Em consonância com este achado, 

demonstramos que a inalação de LAV OE causou uma redução significativa em 

ambas as fases do teste de formalina orofacial, e objetivando verificar o resultado 

em ratos fêmeas e através da via inalatória, avaliamos também a resposta do LAV 

OE após injeção de formalina na pata. Neste teste, verificamos que o LAV OE 

reduziu apenas a segunda fase. Além disso, destaca-se que, quando o percentual 

de inibição causado pela inalação de LAV OE foi calculado para cada fase de ambos 

os testes, a nocicepção orofacial foi mais suscetível ao efeito analgésico do LAV OE. 

As fases I e II do teste da formalina orofacial foram reduzidas em 81% e 76%, 

respectivamente, enquanto que na pata, a fase I não foi modificada e a fase II foi 

reduzida em 47%. Não temos conhecimento de estudos que avaliaram a distribuição 

do LAV OE após a inalação em ratos ou humanos, mas de acordo com esses dados, 
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a inalação pode favorecer o efeito do LAV OE na região orofacial. De acordo com 

nossos dados, é possível sugerir que o LAV OE pode ter uma influência direta sobre 

os aferentes trigeminais, bem como, pode ser rapidamente transportado diretamente 

para o cérebro a partir da cavidade nasal ao longo dos nervos olfatório e trigêmeo 

(CROWE; GREENLEE; KANTHASAMY; HSU, 2018; PERRY; PERRY, 2006). A via 

olfatória permite tanto o transporte de moléculas através da via intraneuronal 

(transporte axonal que pode levar horas), quanto a ativação dos aferentes nervosos 

periféricos, que gerariam respostas rápidas mediadas por canais iônicos  (PERRY; 

PERRY, 2006).  Esse último mecanismo poderia explicar o efeito analgésico rápido 

do LAV OE (ou seja, imediatamente após a exposição) e a aparente maior 

suscetibilidade da região orofacial. Ademais, a inalação do LAV OE possivelmente 

resulta na ativação da via ‘Nose to Brain’, que tem atraído atenção no cenário clínico 

por muitas razões, incluindo efeitos rápidos no SNC associados à baixa incidência 

de efeitos adversos, podendo ser de especial interesse para o tratamento de 

condições de dor orofacial. 

 No cenário clínico, há vários relatos de benefícios da inalação do LAV OE na 

dor pós-operatória (ARSLAN; AYDINOGLU; KARAN, 2020; BOZKURT; VURAL, 

2019; GUO; LI; ZHANG; LIU et al., 2020). Apesar disso, é difícil estabelecer uma 

conclusão definitiva sobre sua aplicação, uma vez que os protocolos, condições e 

‘endpoints’ variam enormemente entre os estudos. Assim, é altamente 

recomendável o desenvolvimento de estudos pré-clínicos e clínicos padronizados de 

alta qualidade que permitam a inclusão de aromaterapia com uso do LAV OE em 

programas de saúde. Considerando a alta variabilidade entre os estudos, nossa 

proposta foi padronizar e detalhar o protocolo de exposição ao LAV OE, a fim de 

aumentar a confiabilidade e reprodutibilidade dos dados. A exposição ao LAV OE ou 

VEIC foi feita individualmente com apenas um animal por caixa moradia. Além disso, 

os animais foram mantidos em salas separadas durante os experimentos para que o 

grupo controle não fosse exposto ao odor de LAV OE evitando qualquer interferência 

ou exposição residual. O difusor possui abertura frontal e recebeu um feltro que foi 

trocado para cada animal para permitir volatilização padronizada. Detalhes como a 

localização do difusor na grade evitando que os animais lambessem ou roessem o 

feltro e a condução dos experimentos sempre na mesma sala permitiram a 

padronização da temperatura, luminosidade e tamanho do ambiente, 
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proporcionando a volatilização das moléculas em quantidades muito semelhantes 

para cada animal. Através do emprego desse protocolo, demonstramos que a 

exposição prévia ao LAV OE causou um efeito anti-hiperalgesico rápido (ou seja, 

dentro de 30 minutos) e persistente (até 3 horas) na hiperalgesia térmica e mecânica 

em um modelo de dor pós-operatória. De acordo com essas observações, em um 

modelo de dor inflamatória induzida pela injeção de Adjuvante completo de Freund 

(CFA) na pata de camundongos, foi demonstrado que a inalação do LAV OE por 30 

minutos causou redução da hiperalgesia mecânica sem afetar o desempenho 

locomotor, avaliado no teste de campo aberto (DONATELLO; EMER; SALM; 

LUDTKE et al., 2020). Neste estudo, o bloqueio de receptores opioides e receptores 

canabinoides CB2 impediu o efeito anti-hiperalgésico do LAV OE, sugerindo o 

envolvimento de ambos os sistemas de controle endógeno da dor na analgesia 

induzida pelo LAV OE. Este achado corrobora estudos prévios que mostraram que o 

bloqueio de receptores opioides impediu o efeito analgésico do linalol 

(KATSUYAMA; OTOWA; KAMIO; SATO et al., 2015; PEANA; DE MONTIS; 

NIEDDU; SPANO et al., 2004). Em adição, no presente estudo foi demonstrado que, 

no dia 3 após a cirurgia de incisão, o pré-tratamento de ratos com naltrexona, 15 

minutos antes da exposição ao LAV OE, causou uma redução parcial de seu efeito 

anti-hiperalgésico, reforçando a ideia de que a ativação de receptores opioides 

contribui para a analgesia pelo LAV OE. Esta observação poderia explicar os efeitos 

do LAV OE na primeira fase da formalina, que é suscetível a analgésicos opioides 

(ABBADIE; TAYLOR; PETERSON; BASBAUM, 1997; ABBOTT; FRANKLIN; 

WESTBROOK, 1995; TASHIRO; YAMAGUCHI; ISHIKAWA; SAKURAI et al., 2016).  

A naltrexona é um antagonista opioide não seletivo com rápida absorção, que 

apresenta tempo de meia vida de aproximadamente 4 horas em ratos (BHARGAVA; 

RAHMANI; VILLAR; LARSEN, 1993) A redução parcial do efeito do LAV OE pela 

NTX, juntamente com os estudos que mostram o envolvimento de outros receptores, 

indicam que vários mecanismos podem contribuir para o efeito analgésico do LAV 

OE.  

 O efeito ansiolítico do LAV OE está bem estabelecido e foi recentemente 

analisado em duas revisões sistemáticas (DONELLI; ANTONELLI; BELLINAZZI; 

GENSINI et al., 2019; KANG; NAM; LEE; KIM, 2019). A conclusão de ambas as 

revisões é que o LAV OE administrado pela via oral parece proporcionar benefício 
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no controle da ansiedade, mas a baixa qualidade e a heterogeneidade dos estudos 

sobre o tema limitaram outras interpretações. Além disso, há vários relatos de que o 

LAV OE tomado como cápsulas (Silexan®) promove efeito ansiolítico em pacientes, 

o que é comparável ou até mesmo superior aos tratamentos padrão-ouro para 

ansiedade (KASPER, 2013; KASPER; MÜLLER; VOLZ; MÖLLER et al., 2018; 

MÖLLER; VOLZ; DIENEL; SCHLÄFKE et al., 2019; YAP; DOLZHENKO; JALAL; 

HADI et al., 2019). No entanto, poucos estudos avaliaram o efeito ansiolítico LAV OE 

após a inalação, e os mesmos são bastante heterogêneos, e esses dois fatores 

limitam a interpretação dos achados. Nossos dados mostram que ratos com dor 

inflamatória persistente apresentaram comportamento do tipo ansioso, que foi 

significativamente reduzido pela exposição ao LAV OE por inalação. O efeito do tipo 

ansiolítico foi avaliado nos testes LCE e CA, que também revelaram que a inalação 

de LAV OE não causou déficit locomotor, uma vez que não alterou o número de 

cruzamentos no CA e o número de entradas nos braços fechados do LCE. Por outro 

lado, a inalação do LAV OE aumentou o número de entradas no centro do CA, e o 

número de entradas e tempo gasto nos braços abertos do LCE de ratos operados, 

indicando efeito do tipo ansiolítico. Esses resultados corroboram evidências 

anteriores de que o LAV OE 5% por inalação diminui o comportamento do tipo 

ansioso em camundongos (CHIOCA; FERRO; BARETTA; OLIVEIRA et al., 2013).  

Além dos parâmetros clássicos do LCE, também foram avaliadas medidas etológicas 

(ou seja, avaliação de risco e movimento de mergulho da cabeça), permitindo uma 

caracterização comportamental mais completa (BLANCHARD; BLANCHARD; 

RODGERS, 1991; BLANCHARD; BLANCHARD, 1990). O comportamento de 

avaliação de risco é direcionado para potenciais fontes de perigo e varredura do 

ambiente, enquanto o movimento de mergulho da cabeça indica comportamento 

exploratório, e ambos são considerados índices sensíveis de ansiedade e conforto, 

respectivamente (BLANCHARD; BLANCHARD; RODGERS, 1991; RODGERS; 

DALVI, 1997; WEISS; WADSWORTH; FLETCHER; DOURISH, 1998). O LAV OE 

também atenuou o comportamento de análise de risco e aumentou 

significativamente o comportamento de mergulho da cabeça, reforçando a evidência 

de seu efeito do tipo ansiolítico após a inalação. É relevante mencionar que os 

animais falso-operados não apresentaram efeito ansiolítico após a inalação do LAV 

OE em comparação aos animais que receberam VEIC, podendo indicar uma 
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prevalência do efeito do LAV OE sobre o receptor de serotonina 5HT1A, 

corroborando outros estudos (CHIOCA; FERRO; BARETTA; OLIVEIRA et al., 2013; 

LÓPEZ; NIELSEN; SOLAS; RAMÍREZ et al., 2017). Entretanto, são necessários 

estudos adicionais, uma vez que esta via de sinalização é complexa e com 

diferenças conforme a região cerebral – hipocampo e córtex pré frontal (ALBERT; 

VAHID-ANSARI, 2019) além de mecanismos pré e pós-sinápticos (BARNES; 

SHARP, 1999). Evidências de estudos pré-clínicos indicam que os mecanismos 

envolvidos no efeito do tipo ansiolítico do LAV OE incluem a inibição dos canais de 

cálcio voltagem dependente; antagonismo dos receptores NMDA, inibição do 

transportador de serotonina e ativação do receptor de serotonina 5HT1A (CHIOCA; 

FERRO; BARETTA; OLIVEIRA et al., 2013; LÓPEZ; NIELSEN; SOLAS; RAMÍREZ et 

al., 2017; SCHUWALD; NÖLDNER; WILMES; KLUGBAUER et al., 2013). Da mesma 

forma, todos esses mecanismos podem contribuir para o efeito analgésico do LAV 

OE, podendo ser de especial importância em condições em que a dor e a ansiedade 

coexistem. Os resultados do presente estudo sugerem que o LAV OE pode ser útil 

no tratamento da dor e ansiedade associada, o que está de acordo com alguns 

estudos clínicos (ARSLAN; AYDINOGLU; KARAN, 2020; GHADERI; SOLHJOU, 

2020; SINGH; RAND; EROSA; CHO et al., 2021; ŞAHIN; TOKGÖZ; DEMIR, 2021). 

Além disso, estudos realizados em humanos não esclarecem se os efeitos 

ansiolíticos do LAV OE são resultado de ação no SNC (através do sistema olfativo e 

límbico) ou se a ação é mediada perifericamente (CAVANAGH; WILKINSON, 2002). 

É importante ressaltar que o nervo olfatório conduz informações diretamente ao 

sistema límbico, região fundamental no processamento da dor e da emoção. No 

entanto, os mecanismos exatos, subjacentes aos efeitos analgésicos e ansiolíticos 

do LAV OE, bem como as estruturas periféricas e centrais envolvidas, ainda 

precisam ser elucidadas. Devido à complexa fitoquímica do LAV OE (CAVANAGH; 

WILKINSON, 2002; DONATELLO; EMER; SALM; LUDTKE et al., 2020; LÓPEZ; 

NIELSEN; SOLAS; RAMÍREZ et al., 2017; TAKAHASHI; SATOU; OHASHI; 

HAYASHI et al., 2011) estudos adicionais são necessários para a compreensão dos 

aspectos farmacocinéticos após inalação, bem como dos mecanismos subjacentes 

aos seus efeitos na dor e ansiedade. 

 

 



50 
 

 
 

6.  CONCLUSÃO 
 

 Em conclusão, nossos dados sugerem que o LAV OE tem efeitos 

antinociceptivos em modelos de dor orofacial, corroborando evidências clínicas e 

pré-clínicas. Além disso, demonstramos efeito ansiolítico consistente do LAV OE 

após inalação em ratos com dor persistente. Este resultado, demonstrado pela 

primeira vez por via inalatória, em dois modelos diferentes de dor orofacial, 

corrobora as observações clínicas de que a aromaterapia com LAV OE pode 

proporcionar benefício na dor e ansiedade em condições em que ambas coexistem. 

Sugerimos também que a eficácia do LAV OE por inalação deve ser explorada em 

estudos pré-clínicos e clínicos, uma vez que representa um método simples e de 

baixo custo que pode ser particularmente útil em condições de dor orofacial.  
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ANEXO I - CERTIFICADO DE CURSO TEÓRICO SOBRE MANIPULAÇÃO NA 
EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL 
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