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RESUMO 

 

FERRARA JUNIOR, J. I. Efeito do tratamento com laser de baixa intensidade em modelo 

experimental de dor orofacial no músculo masseter de ratos. 2017. 88 f. Dissertação 

(Mestrado em Ciências Morfofuncionais) - Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade 

de São Paulo, São Paulo, 2017. 

 

 

A disfunção temporomandibular (DTM) é um termo coletivo que abrange um conjunto de 

problemas clínicos que afetam os músculos da mastigação, a articulação temporomandibular e 

estruturas associadas. Trata-se da maior causa de dor não dental na região orofacial, sendo que 

39,2% dos indivíduos apresentam, ao menos, um sintoma de DTM, dos quais 25,4% são 

associados a dor, e 15,4% apresentam dor muscular. A despeito de sua alta prevalência clínica, 

os mecanismos da dor orofacial muscular crônica não são ainda bem compreendidos. Estudos 

experimentais demonstram que a inflamação desempenha um papel relevante no 

desenvolvimento de patologias teciduais associadas a estas disfunções crônicas, desencadeando 

a produção de diversos mediadores químicos pelas células do tecido lesado e células imunitárias 

recém infiltradas. A fractalquina é uma quimiocina que, sob condições normais, está expressa 

em abundância na superfície extracelular dos neurônios, e seu receptor, CX3CR1, tem sido 

amplamente caracterizado na microglia. Estudos têm demonstrado que a fractalquina induz a 

ativação e migração da microglia, sugerindo que neurônios podem comunicar-se com células 

gliais através da interação da fractalquina/CX3CR1, promovendo mudanças funcionais, 

incluindo a liberação de mediadores citotóxicos e inflamatórios, colaborando para a 

manutenção de processos nociceptivos. Os tratamentos para o alívio e controle da dor das DTM 

devem ser pouco invasivos, reversíveis e conservadores. Algumas terapias medicamentosas 

possuem efeitos indesejáveis. Assim, outras terapias estão sendo investigadas para o alívio da 

dor, especialmente dor muscular, e o laser de baixa intensidade (LBI) parece ser uma opção 

promissora. Assim, foi verificado o efeito do LBI sobre a sensibilidade dolorosa dos animais 

em modelos in vivo de dor persistente, através de avaliação de sensibilidade mecânica orofacial, 

e modelos in vitro de análise histológica do masseter de ratos e da avaliação da ativação da 

microglia, bem como da expressão da fractalquina em ensaios de imunohistoquímica. Os dados 

obtidos demonstram que o tratamento com LBI reverte a hipersensibilidade mecânica dos 

animais. Este efeito ocorre por uma inibição da resposta inflamatória local, observada pela 

diminuição do infiltrado inflamatório visualizado no masseter após o tratamento com o LBI e 

por uma inibição central de fractalquina observada no gânglio trigeminal. Em conjunto, esses 

dados reforçam o papel do LBI como uma alternativa terapêutica importante, capaz não apenas 

de aliviar os sintomas de dor mas que possui efeitos sistêmicos e capaz de modular a resposta 

inflamatória em nível central. 

 

Palavras-chave: Laser de baixa intensidade. Dor facial. Microglia. Fractalquina. Inflamação. 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

FERRARA JUNIOR, J. I. Effect of low-intensity laser treatment on experimental model of 

orofacial pain in masseter muscle of rats. 2017. 88 f. Masters thesis (Morfofunctional 

Sciences) - Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo, São Paulo, 2017. 

 

 

Temporomandibular disorder (TMD) is a collective term that encompasses a set of clinical 

problems that affect the masticatory muscles, the temporomandibular joint, and associated 

structures. It is the largest cause of non-dental pain in the orofacial region with 39.2% of the 

individuals presenting at least one TMD symptom of which 25.4% were associated with pain, 

and 15.4% presented muscle pain. Despite their high clinical prevalence, the mechanisms of 

chronic craniofacial muscle pain are not yet well understood. Experimental studies have been 

published indicating that inflammation plays a relevant role in the development of tissue 

disorders associated with these chronic dysfunctions, triggering the production of various 

chemical mediators by damaged tissue cells and newly infiltrated immune cells. Fractalkine is 

a chemokine that, under normal conditions, is expressed in abundance on the extracellular 

surface of neurons, and its receptor, CX3CR1, has been widely characterized in microglia. 

Studies have shown that fractalkine induces the activation and migration of microglia, 

suggesting that neurons can communicate with glial cells through the interaction of the 

fractalkine and the CX3CR1 receptor, promoting functional changes, including the release of 

cytotoxic and inflammatory mediators, collaborating for the maintenance of nociceptive 

processes. Treatments for TMD pain relief and control should be minimally invasive, reversible 

and conservative. Some drug therapies have undesirable effects. Because of this, other therapies 

are being investigated for pain relief, especially muscle pain, and low-intensity laser treatment 

(LILT) seems to be a promising option. Thus, the effect of LBI on the pain sensitivity of the 

animals in in vivo models of persistent pain through orofacial mechanical sensitivity evaluation 

and in vitro models of histological analysis of rat masseter and the evaluation of microglia 

activation as well the expression of fractalkine in immunohistochemical assays. The data 

obtained demonstrate that treatment with LBI reverses the mechanical hypersensitivity of the 

animals. This effect is due to an inhibition of the local inflammatory response, observed by the 

decrease of the inflammatory infiltrate visualized in the masseter after the LBI treatment and 

by a central inhibition of fractalkine observed in the trigeminal ganglion. Together, these data 

reinforce the role of LBI as an important therapeutic alternative, not only able to alleviate pain 

symptoms but which has systemic effects and modulates the inflammatory response at the 

central level. 

 

Keywords: Low-intensity laser therapy (LILT). Facial pain. Microglia. Fractalkine. 

Inflammation. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Mecanismos celulares e moleculares da dor 

 

A origem da dor e seu duplo papel como função fisiológica e doença debilitante tem 

fascinado cientistas e filósofos por séculos, sendo um dos maiores desafios na prática clínica e 

ciência básica (KUNER, 2010). 

Os conceitos mais recentes apontam que a dor é uma experiência dolorosa associada 

com dano tecidual potencial ou atual com componentes sensoriais, emocionais, cognitivos e 

sociais (WILLIAMS; CRAIG, 2016), que desempenham um papel essencial, constituindo-se 

em precoce dispositivo de advertência para proteger o corpo de eventuais injúrias teciduais, 

além de contribuir na reparação após dano através da introdução de hipersensibilidade a 

estímulos normalmente inócuos. É alicerçada em uma complexa experiência que não envolve 

somente a transdução de estímulos ambientais nocivos, mas também a análise cognitiva e 

resposta emocional pelo sistema nervoso central. A própria reorganização e remodelação 

estrutural dos mecanismos nociceptivos representam um grande desafio e uma excitante área 

de avanço na compreensão da dor (JULIUS; BASBAUM, 2001; KUNER, 2017; WILLIAMS; 

CRAIG, 2016). 

Múltiplos mecanismos moleculares e celulares operam sozinhos ou em combinação 

dentro do sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP) para produzir as distintas formas 

de dor. Deste modo, a mensagem recebida pelo SNC pode ser suprimida, retransmitida 

inalterada ou amplificada. Assim, a dor, sob dinâmica modulação, também pode se tornar mal 

adaptada, refletindo função patológica do SNC na qual se torna exagerada e espontânea, não 

desempenhando nenhuma função reparativa ou protetiva. O que torna a dor um problema 

clínico relevante é a sensação desagradável a ela associada e a urgência em obter seu alívio, 

bem como a eliminação de sua causa, sendo estes os fatores principais que motivam os pacientes 

a procurar tratamento (BASBAUM et al., 2009; COSTIGAN; WOOLF, 2000; JULIUS; 

BASBAUM, 2001; SCHAIBLE; RICHTER, 2004; SCHOLZ; WOOLF, 2002; WIESELER-

FRANK; MAIER; WATKINS, 2004; WOOLF; MA, 2007). 

Embora a palavra “dor” seja utilizada para descrever qualquer sentimento ou impressão 

que é desagradável e machuca, isto não significa que dor seja uma entidade monolítica. A dor 

serve como sinal de advertência e alarme ativados em resposta a iminentes danos ao organismo 

disparados somente por estímulos nocivos, agindo em dispositivos sensoriais especializados de 
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alto limiar. Este processo é definido como nocicepção que é essencial para a sobrevivência dos 

organismos em ambientes potencialmente hostis e consiste no processo pelo qual estímulos 

químicos, mecânicos e térmicos intensos são detectados por uma subpopulação de fibras 

nervosas periféricas aferentes denominadas nociceptores (BASBAUM et al., 2009; 

COSTIGAN; WOOLF, 2000; JULIUS; BASBAUM, 2001; SCHAIBLE; RICHTER, 2004; 

SCHOLZ; WOOLF, 2002; WOOLF; MA, 2007).  

Além disso, a dor pode ser dividida em categorias distintas, assim compreendidas: 

fisiológica ou nociceptiva, inflamatória e neuropática. A dor fisiológica tem função de alerta e 

é um sinal característico dos mecanismos de proteção do organismo contra dano tecidual. A dor 

inflamatória é gerada pela estimulação inespecífica da inervação sensitiva e pela ação de 

mediadores químicos liberados durante o processo inflamatório. Já a dor neuropática se 

distingue da dor aguda principalmente devido à existência de plasticidade neuronal no processo 

de percepção de dor, sendo resultante de lesões no sistema nervoso periférico, medula espinal 

e/ou encéfalo, as quais induzem sensibilização central e periférica, levando a alodinia (dor em 

resposta a estímulos não lesivos), dor espontânea e hiperalgesia (dor exagerada em resposta a 

estímulos lesivos) (SCHAIBLE; RICHTER, 2004).  

A primeira etapa na sequencia de eventos que originam o fenômeno doloroso é a 

conversão dos estímulos ambientais nocivos, tais como, calor, frio exacerbado, pressão e 

químicos são convertidos em sinais eletroquímicos ou potenciais de ação, sendo esta ação 

capitaneada pelos nociceptores (BASBAUM et al., 2009; COSTIGAN; WOOLF, 2000; 

JULIUS; BASBAUM, 2001; KUNER, 2010; SCHAIBLE; RICHTER, 2004; SCHOLZ; 

WOOLF, 2002; WOOLF; MA, 2007). 

Os nociceptores desenvolvem-se a partir das células tronco da crista neural que migram 

da região dorsal do tubo neural e, em sua maioria, expressam o receptor TrkA (tirosino quinase 

A) para o fator de crescimento nervoso (NGF). A formação da maior parte dos neurônios TrkA+ 

é dependente do fator de transcrição proneural neurogenina 1 (Ngn1). Seguindo a neurogênese 

sensorial, os nociceptores submetem-se a duas vias distintas de diferenciação que levam a 

formação de duas grandes classes de nociceptores: peptidérgicos e não-peptidérgicos. Estes 

dois conjuntos de nociceptores expressam repertórios distintos de canais iônicos e receptores e 

inervam diferentes alvos centrais e periféricos (BASBAUM et al., 2009; COSTIGAN; 

WOOLF, 2000; WOOLF; MA, 2007). 

A caracterização neuroanatômica e molecular dos nociceptores demonstram sua 

heterogeneidade. Os receptores peptidérgicos são expressos para os neuropeptídios, substância 

P e peptídeo gene-relacionado a calcitonina (CGRP), enquanto que os não-peptidérgicos 
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expressam para o fator de crescimento neurotrófico derivado das células da glia (GDNF), 

neurturina, persefina, artemina, isolectina B4 (IB4), assim como para subtipos específicos de 

receptores purinérgicos, notadamente P2X3(receptor purinérgico de canal de íons controlado 

por ligante três). Nociceptores também podem ser distinguidos de acordo com suas expressões 

diferenciais de canais que conferem sensibilidade ao calor (TRPV-receptor de potencial 

transitório vanilóide), frio (TRPM-receptor de potencial transitório melastatina), ácido (ASICS- 

receptor ácido sensível) e irritantes (TRPA-receptor de potencial transitório anquirina) 

(BASBAUM et al., 2009; CLAPHAM et al.; 2005; COSTIGAN; WOOLF, 2000; WOOLF; 

MA, 2007). 

Os nociceptores estão localizados nas terminações nervosas de fibras Aδ e C e, quando 

ativados, sofrem alterações em seu potencial de membrana, permitindo a deflagração de 

potenciais de ação. Os componentes operacionais dos nociceptores incluem o terminal 

periférico que inerva o tecido alvo e transduz os estímulos nocivos, um axônio que conduz os 

potenciais de ação da periferia para o SNC, um corpo celular na raiz do gânglio dorsal e um 

terminal central onde a informação é transferida para neurônios de segunda ordem nas sinapses. 

Transdução é mediada por canais iônicos transdutores de alto limiar que ativam canais sódio 

voltagem-dependentes que, por sua vez, despolarizam o terminal periférico, gerando potenciais 

de ação (BASBAUM et al., 2009; COSTIGAN; WOOLF, 2000; JULIUS; BASBAUM, 2001; 

SCHAIBLE; RICHTER, 2004; SCHOLZ; WOOLF, 2002; WOOLF; MA, 2007). As fibras 

aferentes nociceptivas terminam, predominantemente, na coluna posterior da medula espinal 

que pode ser subdividida em seis camadas (lâminas) distintas de acordo com as características 

citológicas de seus neurônios. Neurônios nociceptivos estão localizados na coluna posterior 

superficial, na lâmina marginal (lâmina I) e na substância gelatinosa (lâmina II). A maioria 

destes neurônios recebe informação sináptica das fibras Aδ e C. Muitos dos neurônios na 

camada marginal (lâmina I) respondem exclusivamente a estimulação nociva e assim são 

chamados de neurônios nociceptivos específicos e se projetam para centros superiores. Alguns 

neurônios dessa camada, chamados de neurônios de amplo espectro dinâmico, respondem de 

maneira graduada à estimulação mecânica nociva e não-nociva. Já a substância gelatinosa 

(lâmina II) é formada quase exclusivamente por interneurônios, excitatórios e inibitórios 

(KANDELL et al., 2013). 

A transmissão sináptica entre nociceptores e neurônios da coluna posterior é mediada 

por neurotransmissores químicos liberados nas terminações centrais. O principal 

neurotransmissor excitatório liberado pelas fibras Aδ e C é o aminoácido glutamato. Os 

receptores para o glutamato são os primeiros mediadores da transmissão sináptica entre os 
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sinais nociceptivos resultantes e os neurônios espinais. A transmissão ocorre em resposta ao 

influxo de cálcio no terminal central, liberando glutamato assim como múltiplos moduladores 

sinápticos e moléculas sinalizadoras, estando sujeito às influências excitatórias e inibitórias. Os 

nociceptores possuem um alto limiar e normalmente respondem somente a estímulos de energia 

suficiente para potencializar ou provocar danos teciduais (COSTIGAN; WOOLF, 2000; 

KUNER, 2010; KUNER, 2017; SCHAIBLE; RICHTER, 2004; WOOLF; MA, 2007). 

Por fim, a informação sobre lesão tecidual é conduzida da medula espinal para o 

encéfalo através de cinco vias ascendentes principais: trato espinotalâmico, espinoreticular, 

espinomesencefálico, cervicotalâmico e espinohipotalâmico. O trato espinotalâmico é a via 

nociceptiva ascendente mais proeminente na medula espinal. Vários núcleos do tálamo 

processam a informação nociceptiva, em especial as relacionadas com a mediação da 

informação sobre a localização da lesão. Os núcleos talâmicos têm papel chave no acionamento, 

filtragem e processamento da informação sensorial enviada para o córtex cerebral e esta sujeito 

a processos de plasticidade atividade-induzidos similares a medula espinal (KUNER, 2010). 

Em seguida, o tálamo emite projeções para três áreas corticais: o córtex somatosensitivo 

primário, o córtex somatosensitivo secundário e o lobo parietal posterior. O córtex 

somatosensitivo primário é a principal região do lobo parietal para a qual os núcleos ventrais 

pósterolateral e pósteromedial do tálamo se projetam, recebendo entradas somatotopicamente 

organizadas. Essa projeção talamocortical forma a base do mapa corporal no giro pós-central, 

o homúnculo sensitivo. Estímulos não-dolorosos e dolorosos podem ter conotações emocionais. 

Por esta razão, a maior parte da via de dor também tem como alvo centros corticais e 

subcorticais para emoções, dentre eles, o lobo insular, o córtex cingulado anterior e amígdala 

(KUNER, 2010; KUNER, 2017; MARTIN, 2013). 

A constante estimulação nociva provoca a sensibilização periférica que representa uma 

forma de plasticidade funcional evocada por estímulos dos nociceptores. A sensibilização de 

nociceptores, após lesão ou inflamação, resulta da liberação de uma variedade de compostos 

químicos por células e tecidos danificados na vizinhança da lesão. Essas substâncias incluem a 

bradicinina (BK), histamina, prostanglandinas (PGE2), leucotrienos, acetilcolina, serotonina e 

substância P. Cada uma dessas substâncias origina-se de diferentes populações de células, mas 

todas juntamente com prótons e ATP, geram uma “sopa inflamatória” que é degustada pelos 

nociceptor, reduzindo o limiar de ativação dos nociceptores e aumentando a responsividade, O 

grande número de agentes sensibilizantes agindo em paralelo torna a interrupção destes efeitos 

uma opção bastante pobre para tratar a dor inflamatória, inclusive fazendo com que a função 

dos nociceptores seja substancialmente modificada em resposta ao dano tecidual, inflamação 
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ou lesão do sistema nervoso (COSTIGAN; WOOLF, 2000; KANDELL et al., 2013; 

SCHAIBLE; RICHTER, 2004; SCHOLZ; WOOLF, 2002; WOOLF; MA, 2007). 

Os sensibilizantes do nociceptores produzem seus efeitos quando se acoplam aos seus 

respectivos receptores na membrana do nociceptor, iniciando-se a ativação de vias de 

sinalização intracelular no terminal periférico que incluem as proteínas quinases A(PKA), 

C(PKC), mitógeno-ativada (MAPK), extracelular sinal-regulada (ERK) e p38. Ao longo destas 

cascatas, os efetores da sensibilização periférica são principalmente a fosforilação dos canais 

de potencial transiente (TRP) e sódio voltagem-dependentes. Do mesmo modo, células 

inflamatórias, macrófagos e leucócitos liberam citocinas que vão contribuir para a migração de 

novas células para o local da lesão. Há a produção de interleucina 1 e 6 (IL-1, IL-6), fator de 

necrose tumoral (TNF), selectinas, fatores quimiotáxicos, óxido nítrico. Assim, novos 

receptores são recrutados e passam a fazer parte do processo inflamatório. Dentre eles, a BK, a 

PGE2, o NGF e as IL parecem exercer papel fundamental na nocicepção periférica. A BK e a 

PGE2 causam alterações em receptores TRPV acoplados a canais iônicos ligante-dependentes, 

via ativação do AMPc (AMP cíclico), PKA e PKC, reduzindo o tempo pós-hiperpolarização da 

membrana neural, causando redução do limiar de disparo da fibra nervosa. A persistência da 

agressão causa modificações no sistema nervoso periférico e sensibilização de fibras nervosas, 

com consequente hiperalgesia e aumento dos níveis de AMPc e cálcio nos nociceptores. O 

aumento do cálcio tem como consequência a ativação da enzima óxido nítrico-sintetase (NOS) 

e a estimulação da transcrição de protooncogenes (ROCHA et al., 2007; WOOLF; MA, 2007). 

Já em condições de dano grave e persistente, as fibras C disparam repetidamente e a 

resposta dos neurônios da coluna posterior aumenta progressivamente, resultando na acumulada 

despolarização gerada pela somação de potenciais sinápticos lentos. Este fenômeno 

denominado wind up é o resultado da somação destes potenciais sinápticos lentos após 

estimulação aferente repetida de baixa frequência, inferior a 5 Hz, e por tempo prolongado 

(ROCHA et al., 2007). 

A ativação intensa de neurônios aferentes primários estimula a liberação de glutamato 

e substancia P. O receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), em função do papel bloqueador do 

magnésio (Mg2+), é inicialmente não responsivo ao glutamato, mas seguindo a despolarização 

do receptor 3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-propiônico (AMPA) pelo glutamato no receptor 

metabotrópico, ocorre a ligação do glutamato ao receptor NMDA. Os receptores de glutamato 

do tipo NMDA possuem um papel na hiperexcitabilidade dos neurônios da coluna dorsal que 

ocorre após lesão tecidual. A inflamação periférica, além de conduzir à sensibilização 

periférica, produz sinais retrógrados nos neurônios nociceptores que induzem no corpo celular 
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a transcrição de neuropeptídios, fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), e canais de 

sódio, assim como incrementam a translação de canais TRP para ampliar a transmissão 

nociceptiva. Assim, alterações pós-translacionais e transcricionais podem alterar 

profundamente o limiar, excitabilidade, magnitude e propriedades de transmissão dos 

nociceptores, contribuindo para hipersensibilidade da dor e aumento no nível da atividade 

espontânea (COSTIGAN; WOOLF, 2000; KUNER, 2010; LUO; KUNER; KUNER, 2014; 

ROCHA et al., 2007; SCHAIBLE; RICHTER, 2004; SCHOLZ; WOOLF, 2002). 

Deste modo, aminoácidos, neuropeptídeos e prostanglandinas espinais agem 

conjuntamente no processo de sensibilização. Após a liberação de aminoácidos excitatórios, 

peptídeos e neurotrofinas e sua interação com receptores específicos, há a ativação de segundos 

mensageiros, do tipo AMPc, PKA, PKC, fosfotidilinositol (PIP2), fosfolipase C (PLC), 

fosfolipase A (PLA). Isto provoca a abertura dos canais de Ca2+, causando a liberação de 

glutamato, aspartato, substância P, contribuindo para amplificação do processo álgico. Este 

fenômeno é denominado sensibilização central, para distingui-lo da sensibilização que ocorre 

nos terminais periféricos de neurônios (COSTIGAN; WOOLF, 2000; ROCHA et al., 2007; 

SCHAIBLE; RICHTER, 2004; SCHOLZ; WOOLF, 2002). 

A sensibilização central refere-se ao processo pelo qual um estado de 

hiperexcitabilidade é estabelecido no SNC, levando ao aumentado processamento das 

mensagens nociceptivas. Entre os numerosos mecanismos implicados na sensibilização central, 

pode-se destacar a alteração na sensibilização dos receptores mediados glutamato/NMDA, a 

perda de controles inibitórios glicinérgicos e GABAérgicos, aumento ou diminuição da 

densidade de espinhas sinápticas, degeneração ou regeneração de axônios levando a 

conectividade aberrante, degeneração de neurônios e proliferação de astrócitos e microglia, 

interações neuro-gliais, ramificações dos nervos aferentes nas lâminas do corno da raiz dorsal 

(“sprouting”) (BASBAUM et al., 2009; COSTIGAN; WOOLF, 2000; KUNER, 2010; 

SCHAIBLE; RICHTER, 2004). 

Este processo amplifica a nocicepção e é um importante mecanismo que está envolvido 

em estados dolorosos clinicamente relevantes, consistindo nos seguintes fenômenos: aumento 

das respostas oriundas de regiões lesionadas ou inflamadas; aumento das respostas oriundas de 

regiões adjacentes ou mesmo distantes da região lesionada ou inflamada, apesar de aparentarem 

normalidade ou estarem livres de lesão; expansão dos campos receptivos da medula espinal, ou 

seja, a área total do qual o neurônio está ativado, é ampliado (BASBAUM et al., 2009; 

SCHAIBLE; RICHTER, 2004).  
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A dor pode ser experimentada em diversas regiões da cabeça e pescoço, manifestando-

se como sintomas de desordens diagnosticadas como cefaléias primárias e secundárias, 

disfunções neuropáticas, temporomandibulares, cervicalgias, dentre outras. 

Semelhante às condições dolorosas em outras regiões do corpo, as condutas para 

abordagem da dor orofacial tipicamente miram os mecanismos neuronais e de fato muito 

conhecimento tem sido obtido a cerca dos processos nociceptivos orofaciais que tem sustentado 

muitas abordagens terapêuticas (CHIANG et al., 2011; CHICHORRO; PORRECA; SESSLE, 

2017). 

Investigações epidemiológicas têm documentado altas taxas de prevalência para 

diversas condições do dor orofacial aguda e crônica. Estas condições dolorosas incluem o 

envolvimento de inflamação dos tecidos orofaciais e variam de pulpite aguda e mucosites a 

condições crônicas afetando a articulação temporomandibular (CHIANG et al., 2011; 

CHICHORRO; PORRECA; SESSLE, 2017; SESSLE, 2011). 

O nervo trigêmeo fornece a principal inervação sensorial da face e boca que é inervada 

principalmente pelos ramos oftálmico, maxilar e mandibular do nervo trigêmeo. Muitas fibras 

aferentes primárias trigeminais terminam nos tecidos orofaciais como terminações livres e 

funcionam como nociceptores caso sejam ativadas por estímulos nocivos. Os corpos celulares 

destes aferentes estão localizados no gânglio trigeminal que é análogo ao gânglio da raiz dorsal 

do sistema somatosensorial espinal, do qual os aferentes seguem para o tronco encefálico onde 

se comunicam com o complexo nuclear sensorial trigeminal (análogo ao corno posterior da raiz 

dorsal da medula espinal) que compreende o núcleo sensorial principal e três subnúcleos do 

núcleo trigeminal espinal. Os três subnúcleos são implicados nos mecanismos nociceptivos 

orofaciais mas o subnúcleo caudal tem sido especialmente implicado nas bases anatômicas, 

imunohistoquímicas, comportamentais e clinicas (CHIANG et al., 2011; CHICHORRO; 

PORRECA; SESSLE, 2017; SESSLE, 2011). 

Os estímulos nocivos captados por este complexo trigeminal incluem estímulos 

mecânicos na pele do rosto ou mucosa oral, extrações de dente, toxinas bacterianas acessando 

a polpa dental exposta, os produtos de processo inflamatório nos músculos da mastigação e 

irritantes químicos ou ainda líquidos quentes ou frios que contatam com a mucosa oral. A 

ativação das terminações nociceptivas pelos estímulos nocivos podem resultar na ativação de 

fibras aferentes primárias que tem seus corpos celulares no gânglio trigeminal que é análogo ao 

gânglio da raiz dorsal do sistema somatosensitivo da medula espinal. Estas fibras aferentes 

nociceptivas conduzem impulsos nervosos da periferia para o SNC e fornecem informações 
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sensório-discriminativas sobre a qualidade, localização, intensidade e duração dos estímulos 

(CHIANG et al., 2011; CHICHORRO; PORRECA; SESSLE, 2017; SESSLE, 2011). 

Assim, estes neurônios, aferentes primários e vias do SNC são responsáveis pelos 

processos básicos da dor orofacial aguda assim como na patogênese das condições de dor 

orofacial crônica. Estes processos incluem impulsos ectópicos gerados em aferentes primários 

lesados, sensibilização periférica, sensibilização central, alterações nos mecanismos 

descendentes inibitórios e facilitatórios que influenciam a transmissão nociceptiva trigeminal e 

alterações fenotípicas nos neurônios nociceptivos centrais e afrentes trigeminais (CHIANG et 

al., 2011; CHICHORRO; PORRECA; SESSLE, 2017). 

Diversos mediadores químicos estão envolvidos na ativação das terminações 

nociceptivas como resultado de sua liberação seguido ao dano ou inflamação dos tecidos 

inervados pelas terminações nociceptivas. Estas interações podem tomar lugar não somente nas 

terminações periféricas nos tecidos orofaciais, mas também em seus corpos celulares no gânglio 

trigeminal e podem ser disparados ou mantidos pela inflamação. A inflamação dos tecidos 

periféricos pode, por exemplo, causar a liberação de mediadores químicos no gânglio através 

de processos parácrinos que afetam a excitabilidade aferente, podendo a células gliais 

desempenhar um papel crítico (CHIANG et al., 2011; CHICHORRO; PORRECA; SESSLE, 

2017; SESSLE, 2011). 

Além da importância destes mecanismos neuronais nos processos centrais e periféricos 

envolvidos na iniciação e manutenção da dor orofacial, há recentes evidências que células não-

neuronais possam representar novo processo modulatório no SNP e SNC. Os neurônios e 

células gliais (astrócitos e microglia) apresentam assim íntimas interações no nível celular e 

molecular, tornando-se claro que, embora a glia não dispare impulsos elétricos, possa liberar 

diversos neurotransmissores e fatores de crescimento que influenciem a atividade dos 

neurônios, tornando-se claro que estas células desempenham papel importante na patogênese 

da dor (CHIANG et al., 2011; CHICHORRO; PORRECA; SESSLE, 2017; KUNER, 2017; 

MARCHAND; PERRETTI; McMAHON, 2005; VALLEJO et al., 2010). 
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1.2 Microglia 

 

A glia representa a mais abundante população de células do sistema nervoso, superando 

amplamente o número de neurônios. A glia é formada pela macroglia (oligodentrócitos e 

astrócitos) e pela microglia (GOSSELIN et al., 2010; HAYDON, 2001; VALLEJO et al., 2010). 

Dentro do processo de sensibilização central, as células gliais, notadamente a microglia 

e os astrócitos, também contribuem. As sinapses do SNC são encapsuladas pela glia que, por 

sua vez, expressa uma série de receptores para muitos neurotransmissores e neuromoduladores, 

sintetiza e libera numerosos transmissores e produz transportadores que recaptam ou liberam 

transmissores dos espaços extracelulares ou sinápticos. Embora se evidencie que os neurônios 

são essenciais para as funções do sistema nervoso, reconhece-se que as células gliais são 

componentes de sinalização dinâmica com potencial para modular a ação neuronal em uma 

lenta escala de tempo (GOSSELIN et al., 2010; HAYDON, 2001; VALLEJO et al., 2010; 

WATKINS; MILLIGAN; MAIER, 2001). 

Sob condições normais, a microglia funciona como macrófagos residentes do SNC e 

estão homogeneamente distribuídos dentro da substância cinzenta da medula espinal, estando 

continuamente ativa e vigiando seu microambiente local, distribuindo-se por todo SNC e 

variando em densidade em humanos e roedores com sutis variações na morfologia em diferentes 

citoarquiteturas. Desempenham o papel de sentinelas frente a traumas do SNC, isquemia, 

inflamação e infecção, respondendo a qualquer espécie de patologia com uma reação 

denominada ativação microglial. Os estados de ativação microglial foram baseados nas 

características morfológicas, moleculares e funcionais (KETTENMANN et al., 2011; 

RANSOHOFF; PERRY, 2009; VALLEJO et al., 2010). 

Muitas moléculas e condições podem disparar a transformação de microglia em repouso 

para ativa. Células microgliais são preparadas para reconhecer uma ampla variedade de sinais 

para vigilância homeostática, independente de sua natureza bioquímica ou implicações 

patofisiológicas, alterando seu fenótipo em resposta a qualquer alteração da homeostase do 

sistema nervoso central. Vários mecanismos pelos quais as células gliais são ativadas têm sido 

sugeridos, incluindo-se mediadores químicos, tais como, substancia P, CGRP, óxido nítrico 

(NO), agentes purinérgicos (ATP-adenosina trifosfato), glutamato e peptídeos endógenos 

opióides, que são liberados no momento da lesão. O ATP liberado pelos neurônios aferentes 

causam migração e ativação da microglia, produzindo um aumento intracelular de Ca2+, 

enquanto que o BDNF resulta na ativação e translocação do NF- para a expressão de 
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numerosos agentes inflamatórios. O NO age similarmente sobre NF- nos astrócitos afetando 

sua expressão gênica e induzindo sua ativação. Neurônios sensoriais submetidos aos estímulos 

dolorosos causam a liberação de substância P que ativam receptores neuroquininas-1 (NK-1). 

Outros mediadores químicos, como agentes purinérgicos, glutamato e peptídeos opióides 

induzem a ativação glial por interação direta com receptores específicos de membrana 

(HANISCH; KETTENMANN, 2007; RANSOHOFF; PERRY, 2009; VALLEJO et al., 2010). 

A microglia no SNC do mamífero adulto tem um pequeno corpo celular, citoplasma 

perinuclear pequeno e um número de processos ramificados e finos. Não é claro quais fatores 

locais determinam suas variações numéricas e morfológicas ou se estas variações refletem 

diferenças funcionais. O termo “microglia ativada” necessita ser qualificado para refletir os 

diferentes estados de ativação associado às funções efetoras em diferentes estados disfuncionais 

(KETTENMANN et al., 2011; RANSOHOFF; PERRY, 2009). 

Estudos da ativação da microglia iniciaram com a premissa que a microglia ativada 

emerge do estado de repouso e submete-se às transformações morfológicas de ramificada para 

formas ativadas variadas, incluindo ameboide, alongada e fagocítica. A microglia é sensível às 

alterações de seu microambiente e sua resposta não é um processo linear variando simplesmente 

de grau, mas é ditada pela natureza dos estímulos (KETTENMANN et al., 2011; 

RANSOHOFF; PERRY, 2009). 

Uma das características marcantes da microglia, além da sua morfologia, é sua distinta 

alteração fenotípica quando comparada com outras populações de macrófagos teciduais. Dentre 

os fatores que podem ser responsáveis por esta alteração fenotípica, podemos destacar 

inicialmente os fatores solúveis. Em contraste a maioria dos macrófagos, estas células são 

circundadas por proteínas séricas que podem levar a sua ativação, tais como fator transformador 

de crescimento (TGF-), PGE2 e fator de estimulação de colônia-macrófago (M-CSF) que são 

fundamentais na sua sobrevivência, proliferação e diferenciação. Outro fator relevante são as 

interações celulares uma vez que a microglia está em íntimo contato com outras células em seu 

microambiente e a expressão dos pares de ligantes-receptor na microglia e seus vizinhos tem 

um potente efeito em seu fenótipo. O estado de ativação das células mielóides é determinado 

em parte pelos níveis relativos da expressão de receptores para os imunoreceptores com motivo 

de ativação baseada em tirosina (ITAM-immunoreceptor tyrosine-based activation motif) e 

imunoreceptores com motivo de inibição baseada em tirosina (ITIM-immunoreceptor tyrosine-

based inhibition motif). Estudos também apontaram o envolvimento do receptor desencadeante 

expresso em células mielóides (TREM2-triggering receptor expressed on myeloid cells-2) na 
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fagocitose de debris bem como na alteração da expressão de citocinas inflamatórias 

(RANSOHOFF; PERRY, 2009). 

Experimentalmente, a ativação microglial tem sido demonstrada por três métodos. 

Primeiro, a morfologia transforma-se de um estado de “repouso” que possui processos finos e 

ramificados para um estado “ativado” que são caracterizados pela hipertrofia com espessamento 

e encurtamento dos processos. A alteração morfológica é também associada com proliferação 

ou microgliose. Segundo, comparado ao estado de repouso, a microglia ativada exibe uma 

alteração nos marcadores de superfície, proteínas ligadas a membrana ou incorporadas, 

abrangendo CD11b, receptores P2X4, CD44, Iba1 e MHC II. Por fim, a ativação da microglia 

espinal em modelos de dor neuropática é caracterizada pela fosforilação da MAPK, incluindo 

a p38 e Src-família quinases tal como Lyn (BERTA et al., 2016; DING et al., 2015; ZHUO; 

WU; WU, 2011). 

Ativação microglial tem sido compreendida como uma transformação, passo-a-passo, 

de células em repouso que ocorre sob alterações da homeostase do tecido ou sob estimulação 

experimental. O termo implica que, previamente à ativação, a microglia está inativa, contudo a 

transição entre estados de repouso e ativado devem ser considerados uma mudança no fenótipo 

funcional ao invés de simples despertar. As células afastam o modo “vigilância” e adquirem 

um perfil reativo para lidar com homeostase alterada. Reorientações quimiotáxicas e outros 

ajustes não-transcricionais podem ocorrer em minutos a segundos e mesmo a massiva indução 

do conjunto de complexo de genes é obtida dentro de poucas horas (HANISCH; 

KETTENMANN, 2007). A ativação microglial envolve um padrão de resposta celular 

estereotipado, com proliferação e recrutamento celular para o local da lesão, aumento da 

expressão de imunocélulas e mudanças funcionais, incluindo a liberação de mediadores 

citotóxicos e/ou inflamatórios. As células da glia sintetizam várias substâncias dentre elas as 

prostaglandinas, o glutamato, o ácido araquidônico, o óxido nítrico, quimiocinas e citocinas 

(STELLA, 2012; WATKINS; MILLIGAN; MAIER, 2014; WIESELER-FRANK; MAIER; 

WATKINS, 2004). 

Dentro de algumas horas após a lesão nervosa, a microglia se acumula nas proximidades 

das fibras lesionadas, liberando diversas moléculas sinalizadoras, incluindo citocinas que 

aumentam a sensibilização central. Assim, sugere-se que a ativação microglial possa estar 

envolvida em condições de dor persistente. Embora a microglia seja ativada seguindo lesão 

nervosa, mas não lesão tecidual inflamatória, danos físicos de aferentes periféricos podem 

induzir a liberação de sinais e mensageiros específicos que serão detectados pela microglia, 

provocando sua ativação (BASBAUM et al., 2009). 
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Assim, a glia age dinamicamente para regular a comunicação sináptica neuronal e pode 

levar à dor patológica via liberação de uma variedade de neurotransmissores, 

neuromoduladores, citocinas proinflamatórias e quimiocinas. Uma variedade de receptores de 

neurotransmissores, que incluem receptores NMDA e não-NMDA ionotrópicos, assim como 

receptores metabotrópicos, são expressados nos astrócitos e neurônios. Ativação glial pode ser 

iniciada por neurotransmissores liberados por nervos periféricos sensibilizados que levam à 

produção e disponibilização de fatores que ativam os neurônios e a glia adjacente. Esta 

sensibilização induz, nos astrócitos, aumento dos níveis celulares de Ca2+, com consequente 

liberação de glutamato. Este modula a excitabilidade neuronal e o aumento da transmissão 

sináptica (HAYDON, 2001; MILLIGAN; SLOANE; WATKINS, 2008). 

Dados na literatura têm demonstrado que a glia (astrócitos e microglia), além da 

participação em processos inflamatórios, têm papel relevante para a manutenção da dor. A 

correlação entre a indução e manutenção da dor persistente induzida pela ativação glial tem 

sido demonstrada experimentalmente (SCHOLZ; WOOLF, 2007). Nesse sentido foi 

demonstrado que a aplicação de prednisolona subcutânea induz a ativação microglial (ENDO 

et al., 2014). Ainda, a infusão intravenosa de remifentanil (potente agonista do receptor -

opióide) também provoca alodinia mecânica, hiperalgesia térmica, bem como ativação 

microglial expressa pelo aumento da expressão da catepsina (YE et al., 2017). Em 

contrapartida, a administração da minociclina e do fluorcitrato, inibem a atividade glial e 

bloqueia a dor persistente. Nesse sentido, tem sido sugerido que a hiperativação microglial está 

envolvida na geração de sensibilização central via produção de mediadores inflamatórios pró-

nociceptivos, contribuindo assim para o fenômeno de dor (GAO; JI, 2010; MILLIGAN; 

SLOANE; WATKINS, 2008; WIESELER-FRANK; MAIER; WATKINS, 2004). 

Em alguns estudos, curiosamente, o perfil temporal de ativação microglial não se 

correlaciona com a duração da dor persistente. Em contraste, o grau de ativação dos astrócitos 

correlaciona-se com o desenvolvimento e manutenção das respostas da dor. Este padrão de 

ativação microglial e dos astrócitos e a correlação com comportamento levam a proposta que a 

ativação microglial ocorre transitoriamente durante a fase precoce e pode preceder a astrogliose. 

É plausível que a reação microglial dispare a ativação astrocítica no contexto da dor crônica 

(GOSSELIN et al., 2010; VALLEJO et al., 2010; WIESELER-FRANK; MAIER; WATKINS, 

2004). 

Particularmente, algumas diferenças no sistema trigeminal e espinal podem existir. Em 

estudo comparativo no desenvolvimento de comportamento de dor neuropática entre lesão por 

constrição crônica do nervo infraorbitário (ION-CCI) e do ciático (ciático-CCI) em ratos, tanto 



 

 

30 

o aumento na liberação de IL-6 iniciado no 7 dia como a alodinia gerada a partir do 14 dia, 

após a cirurgia, foram observadas em ambos os grupos. Entretanto, no grupo ION-CCI, a 

expressão de OX-42 no subnúcleo caudal aumentou no 1 dia, enquanto que, no grupo ciático-

CCI, a expressão de OX-42 aumentou no 7 no corno posterior da coluna dorsal da medula 

espinal. Também, a minociclina preveniu parcialmente a alodinia no grupo ciático-CCI mas 

não nos ratos do grupo ION-CCI (CHIANG et al., 2011). 

Conciliando-se os ensaios experimentais de ativação microglial aos modelos de dor 

orofacial, consideráveis dados apontam que células gliais desempenham papel modulatório 

importante nas vias de sinalização da dor orofacial. A movimentação dental experimental, 

mimetizando-se a movimentação ortodôntica, ocasiona a ativação microglial no subnúcleo 

caudal do tronco encefálico, observando-se elevações de OX-42 e GFAP cujo pico é atingido 

5 dias após o início da movimentação dental experimental. Em outro trabalho no qual se efetuou 

a ligadura do nervo mentual, os ratos evidenciaram, no núcleo principal e subnúcleo caudal no 

tronco encefálico, perfil temporal de ativação glial intimamente correlacionada com o 

desenvolvimento da alodinia mecânica, sobressaindo-se uma proliferação glial significante 

decorridos 14 dias da ligação do nervo. Por outro lado, a aplicação de LPS (lipopolissacarídeo) 

e CFA (adjuvante completo de Freund) no lábio inferior de ratos, embora tenha provocado 

alodinia mecânica e ativação glial, não foi demonstrada correlação temporal (DEGUCHI et al., 

2016; LEE et al., 2010). 

Da mesma forma, o modelo de dor facial induzida por interferência oclusal em molares 

de ratos causou hipersensibilidade facial refletida pela hiperalgesia dos músculos mastigatórios, 

além disso evidenciou-se ativação microglial no subnúcleo caudal do tronco encefálico a partir 

do 3dia após posicionamento da interferência oclusal, sendo que seu pico ocorreu no 5 dia, 

mostrando diminuição de ativação do 10 ao 14 dia. Neste mesmo estudo, os resultados 

indicaram que houve ativação da p38 MAPK e quinase extracelular sinal-regulada (ERK) nas 

células gliais do subnúcleo caudal após a interferência oclusal (CAO et al., 2013). Ainda, um 

modelo de dor inflamatória orofacial ectópica, elaborado através da aplicação de CFA no 

músculo trapézio de ratos, provocou aumento da hiperalgesia mecânica na região facial, bem 

como aumento da imunoreatividade à proteína Iba1, caracterizando-se, assim, aumento da 

ativação microglial. Neste mesmo estudo, também foi demonstrada aumento da expressão da 

proteína p38 no subnúcleo caudal (KIYOMOTO et al., 2015). Também foi demonstrado que a 

aplicação de CFA no masseter de ratos produziu inflamação e hiperalgesia caracterizada pela 

responsividade aumentada e redução no limiar à estimulação mecânica, característica de 
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hiperalgesia e alodinia. Além disso, a inflamação do masseter induziu a ativação glial no núcleo 

trigeminal espinal, como indicado pela aumentada imunoreatividade da GFAP (SUGIYO et al., 

2005). 

Neurotransmissores e neuromoduladores não são as únicas substâncias que os neurônios 

liberam e que podem desencadear a ativação da glia. Grande número de quimiocinas e 

receptores para quimiocinas são expressos em neurônios, astrócitos, microglia e 

oligodendrócitos, e estão envolvidas em muitos processos neuropatológicos nos quais os 

estados inflamatórios persistem (BAJETTO et al., 2002). 
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1.3 Fractalquina (CX3CL1) 

 

As quimiocinas, contração de “citocina quimiotática”, são um grupo de proteínas de 

pequeno peso molecular (8-14 kDa), relacionadas estruturalmente e funcionalmente, que 

estimulam o movimento dos leucócitos e regulam a migração dos leucócitos do sangue para os 

tecidos (ABBADIE et al., 2009; BAJETTO et al., 2002; CLARK; STANILAND; 

MALCANGIO, 2011; JONES; BEAMER; AHMED, 2010). 

São classificadas em quatro famílias com base no número e na localização dos resíduos 

da cisteína N-terminal. As duas principais famílias são as quimiocinas CC, cujos resíduos são 

adjacentes, e a família CXC na qual os resíduos são separados por um único aminoácido. As 

outras duas famílias são constituídas por pequeno grupo de quimiocinas, a família C, que possui 

uma única cisteína, e por outro grupo no qual as cisteínas são separadas por três aminoácidos 

(CX3C) (ABBADIE et al., 2009; BAJETTO et al., 2002; CLARK; STANILAND; 

MALCANGIO, 2011; JONES; BEAMER; AHMED, 2010; SOUZA et al., 2013). 

As quimiocinas exercem sua atividade biológica através da ligação a receptores 

acoplados à proteína G com sete domínios -helicoidais transmembranosa. Embora múltiplas 

quimiocinas possam frequentemente se ligar ao mesmo receptor e uma única quimiocina possa 

se ligar a diversos receptores, as interações quimiocina-receptor são quase sempre restritas 

dentro de uma única classe. A nomenclatura do receptor de quimiocina é então baseada no 

grupo de quimiocina do qual seu ligante pertence. Apesar da similaridade estrutural, os 

receptores de quimiocina diferem em sua capacidade para ativar vias de sinalização celular 

como expressão dos efeitos biológicos pleiotrópicos realizado por estas proteínas (ABBADIE 

et al., 2009; BAJETTO et al., 2002; CLARK; STANILAND; MALCANGIO, 2011; JONES; 

BEAMER; AHMED, 2010).  

As quimiocinas têm sido associadas, além do movimento de leucócitos, ao recrutamento 

de células inflamatórias em diferentes doenças, incluindo aquelas desenvolvidas no SNC. Sua 

expressão tem sido descrita em diversas condições patológicas, tais como doenças inflamatórias 

e neurodegenerativas (múltipla esclerose), doença de Alzheimer, isquemia e trauma cerebral, 

demência complexa provocada pela AIDS, tumores cerebrais (BAJETTO et al., 2002). 

Enquanto quimiocinas tipicamente ligam-se a múltiplos receptores e, reciprocamente, 

os receptores ligam-se à múltiplas quimiocinas, isto não se aplica à fractalquina (CX3CL1). A 

fractaquina é uma quimiocina que existe sob duas formas nos neurônios: uma forma ligada a 

membrana por uma haste de mucina, e outra, na forma solúvel, derivada da clivagem enzimática 

da forma transmembranosa, desencadeada pelas metaloproteinases ADAM 10, ADAM 17 e 
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catepsina (CatS); a fractalquina possui exclusiva conectividade a um único receptor, o 

CX3CR1, presente na microglia (CLARK; STANILAND; MALCANGIO, 2011; HATORI et 

al., 2002; HUGHES et al., 2002; JONES; BEAMER; AHMED, 2010; MILLIGAN; SLOANE; 

WATKINS, 2008; SOUZA et al., 2013). 

Ao contrário da fractalquina, que é expressa pelos neurônios, o receptor de fractalquina 

(CX3CR1) está presente nas células microgliais, sugerindo que a fractalquina secretada pelos 

neurônios e astrócitos produza efeitos biológicos na microglia (CHAPMAN et al., 2000; 

CLARK; STANILAND; MALCANGIO, 2011; CLARK; MALCANGIO, 2012; HATORI et 

al., 2002; HUGHES et al., 2002; LAURO et al., 2015; SCHWAEBLE et al., 1998; SOUZA et 

al., 2013). 

Em condições fisiológicas, a sinalização CX3CL1/CX3CR1 está envolvida em 

diferentes funções cerebrais. Durante o desenvolvimento, o CX3CL1/CX3CR1 participa na 

maturação funcional de circuitos neuronais, desempenha papel na correta determinação da rede 

neuronal, na condução da correta maturação funcional das sinapses no córtex somatosensitivo 

e controla o recrutamento da microglia para o correto reconhecimento dos botões sinápticos. 

Em cérebros adultos, a sinalização CX3CL1/CX3CR1 regula a plasticidade sináptica e funções 

cognitivas, em particular, no hipocampo onde é um potente modulador da transmissão sináptica 

glutamérgica. Além disso, o aumento de CX3CL1 observado em experimentos de 

aprendizagem pós-espacial suportam um papel direto para a fractalquina na plasticidade 

sináptica associada à memória. Os neurônios respondem a agressões potencialmente tóxicas 

através da liberação de fatores solúveis que podem sensibilizar células circundantes a fim de 

induzir uma ampla gama de respostas celulares direcionadas à proteção e, eventualmente, 

reparo do tecido lesionado. Além disso, a fractalquina é neuroprotetiva em uma variedade de 

modelos citotóxicos e de hipóxia in vitro e in vivo. O mecanismo fundamental dessa função é 

sua capacidade de disparar a liberação de fatores solúveis que orquestram a resposta 

neuroprotetiva, agindo em neurônios, astrócitos e microglia adjacentes. Dessa forma, a 

fractalquina seletivamente modula a atividade microglial e regula o recrutamento de leucócitos 

circulantes para locais lesionados. Por exemplo, em camundongos com ausência de receptores 

CX3CR1, ocorre reduzido dano sob isquemia cerebral, apresentando-se menos infiltrado e 

citocinas inflamatórias. Estes achados sugerem que o reduzido dano observado sob isquemia 

cerebral pode ser explicado pelo menor recrutamento dos macrófagos periféricos juntamente 

com um aumentado estado anti-inflamatório da microglia, então indicando um papel tóxico 

para a sinalização através do CX3CR1 (LAURO et al., 2015). 
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No contexto da inflamação, as duas formas de fractalquina parecem ter diferentes 

funções. A fractalquina ligada a membrana age como uma molécula de adesão, induzindo a 

adesão dos monócitos e leucócitos que expressam o receptor CX3CR1. Em contraste, a 

fractalquina solúvel age como um potente quimioatraente. Seguida a clivagem da membrana 

celular, a forma solúvel da fractalquina induz a quimiotaxia de leucócitos, monócitos, 

neutrófilos e mastócitos. No SNC, induz a quimiotaxia das células microgliais (CLARK; 

STANILAND; MALCANGIO, 2011). 

Tal fato pode ser demonstrado através de estudos in vitro no qual foi demonstrado que 

a fractalquina age como uma molécula de sinalização intercelular derivada do neurônio para 

atrair células proinflamatórias, sugerindo que a fractalquina clivada sob estas condições possa 

precipitar respostas neuroimunes, desempenhando papel relevante na atividade quimiotática da 

microglia (CHAPMAN et al., 2000; HARRISON et al., 1998). 

Em estudos in vivo, após axotomia do nervo motor facial, a microglia presente no núcleo 

motor do nervo facial foi submetida às alterações morfológicas e celulares que incluem resposta 

proliferativa marcante, bem como aumento da expressão do receptor CX3CR1 (HARRISON et 

al., 1998). Estudos in vivo também demonstraram que a alodinia mecânica e hiperalgesia 

térmica induzidas pela aplicação intratecal crônica de morfina foram reduzidas após 

administração de bloqueadores para receptores CX3CR1, sugerindo que a fractalquina está 

envolvida no aumento da sensibilidade que ocorre após desenvolvimento de tolerância 

analgésica por opióides (JOHNSTON et al., 2004). 

A fractalquina é pronociceptiva e induz comportamentos nociceptivos via receptor 

CX3CR1 na microglia por intermédio da ativação da p38 MAPK. Esta via pronociceptiva 

CX3CR1-p38 MAPK é alternativa a sinalização do CX3CR1 via fosfatidilinositol 3-quinase 

(PI3K) que resulta na redução da produção de citocinas proinflamatórias e medeiam os efeitos 

neuroprotetivos da fractalquina (CLARK; STANILAND; MALCANGIO, 2011). 

A aplicação intratecal de fractalquina induziu efeitos comportamentais de alodinia 

mecânica e hiperalgesia térmica as quais foram atenuadas após aplicação de específico 

anticorpo anti-CX3CR1. Por outro lado, a administração intratecal de anticorpos anti-CX3CR1 

em ratos levou a uma atenuação da alodinia mecânica e hiperalgesia térmica induzidas por 

modelo de constrição crônica do nervo ciático-CCI e alodinia mecânica induzida pela 

neuropatia inflamatória do ciático (sciatic inflammatory neuropathy –SIN) (MILLIGAN et al., 

2004). 

Ainda, a alodinia mecânica e hiperalgesia térmica induzidas pela aplicação intratecal de 

fractalquina foi bloqueada pela minociclina, um potente inibidor da ativação microglial. 



 

 

35 

Similarmente, a alodinia mecânica e hiperalgesia térmica também foram bloqueadas após a 

administração de antagonista do receptor de citocina proinflamatória Il-1. Do mesmo modo, a 

aplicação de antagonistas do receptor de citocina proinflamatória Il-6 e inibidor da NO-sintetase 

bloquearam a alodinia mecânica induzida pela fractalquina intratecal. Tomados juntos, estes 

estudos sugerem que a fractalquina exerce seus efeitos facilitatórios na dor via ativação dos 

receptores CX3CR1 localizados na microglia, levando à ativação microglial e consequente 

facilitação da dor, via liberação de NO e citocinas inflamatórias (MILLIGAN et al., 2005). Em 

outro trabalho, o pré-tratamento com anticorpo neutralizante da fractalquina (30 minutos antes 

da injeção de carragenina) foi capaz de reduzir a hiperalgesia mecânica induzida na pata de 

ratos. Igualmente, a administração de anti-fractalquina 1 hora após a injeção de carragenina 

também foi eficiente em diminuir a hipernocicepção mecânica. Neste mesmo estudo, 

fractalquina exógena injetada no gânglio da raiz dorsal produziu hipernocicepção dose e tempo-

dependente a qual foi atenuada pelo tratamento com anticorpo neutralizante para o receptor 

CX3CR1, sugerindo-se efeito específico e receptor dependente (SOUZA et al., 2013).Em 

modelo de dor inflamatória orofacial ectópica, projetado através da aplicação de CFA no 

músculo trapézio de ratos, houve aumento da hiperalgesia mecânica na região facial, aumento 

da ativação microglial e da expressão da fractalquina no subnúcleo caudal e segmentos C1-C2 

da medula espinal. Neste mesmo estudo, também foi demonstrado aumento da expressão da 

proteína p38 MAPK e da pERK no subnúcleo caudal e segmentos C1-C2 da medula espinal 

(KIYOMOTO et al., 2013). Outro estudo experimental demonstrou que a inflamação do 

músculo temporal induzida pela injeção de CFA aumentou a expressão da fractalquina no 

gânglio trigeminal de ratos; da mesma forma, a aplicação intraganglionar de fractalquina 

induziu prolongada sensibilidade mecânica no músculo temporal. Por outro lado, a aplicação 

de anticorpo para o receptor CX3CR1 no gânglio trigeminal reduziu a sensibilidade mecânica. 

Estes achados levantam a possibilidade que a sinalização da fractalquina e seu receptor 

desempenham papel importante na sensibilidade mecânica das fibras aferentes sensoriais dos 

músculos mastigatórios (CAIRNS et al., 2016). 
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1.4 Disfunção temporomandibular (DTM) 

 

Assim, inserido no mecanismo de dor trigeminal, podemos definir a disfunção 

temporomandibular (DTM) como sendo um termo coletivo que abrange um grupo de condições 

musculoesqueléticas e neuromusculares que envolvem a articulação temporomandibular, os 

músculos mastigatórios e estruturas associadas. Os sinais e sintomas associados com esta 

disfunção são diversos e podem abranger dificuldades em relação a mastigação, fonação e 

outras funções orais. As DTM são frequentemente associadas à dor aguda e persistente e os 

indivíduos acometidos podem sofrer de outras comorbidades. As formas crônicas de DTM 

podem levar ao absenteísmo, prejuízo ao trabalho e às interações sociais, reduzindo a qualidade 

de vida destas pessoas (GREEN; LASSER; EPSTEIN, 2010). 

Estudos tem buscado descrever e compreender as manifestações clínicas das DTM, bem 

como a etiopatologia e implicações de tratamento (GREENE, 2001; SVENSSON; GRAVEN-

NIELSEN, 2001). No entanto, a prevalência das dores orofaciais apresenta considerável 

variação, dependendo de sua definição. Em uma revisão de literatura, a mínima prevalência foi 

de 1%, a máxima de 48% enquanto que a prevalência média de dor orofacial foi de 13% 

(MACFARLANE; GLENNY; WORTHINGTON, 2001). Em um estudo com a participação de 

4.000 adultos, entre 18 e 65 anos, a prevalência de dor orofacial foi de 26%, dos quais apenas 

46% procuraram algum tipo de tratamento. A prevalência foi maior em mulheres (30%) do que 

em homens (21%) (MACFARLANE et al., 2002). Outro estudo transversal desenvolvido em 

São Paulo/SP (Brasil), 505 adultos (18-59 anos) e 385 idosos (acima de 60 anos) participaram 

do estudo, sendo que 45,3% dos adultos e 56,6% dos idosos relataram dor orofacial 

(SIQUEIRA; VILELA; FLORINDO, 2015). Em um estudo transversal conduzido com dados 

de um biobanco do Reino Unido abrangendo 500.000 pessoas, o maior estudo já realizado para 

fornecer estimativas de prevalência de dor facial, a prevalência de dor orofacial foi de 1,9%, 

sendo 2,4% para mulheres e de 1,2% para homens, dos quais 48% eram dores crônicas. A maior 

prevalência foi descrita entre as idades de 51-55 anos (2,2%) e a menor em indivíduos de 66 

a73 anos (1,4%) (MACFARLANE; BEASLEY; MACFARLANE, 2014). 

Assim, estudos epidemiológicos em DTM têm obtido resultados conflitantes no que diz 

respeito à prevalência e incidência. Estas discrepâncias podem ser atribuídas a distintos critérios 

diagnósticos empregados em diferentes estudos. Com o objetivo de padronizar o diagnóstico 

das DTM, um grande número de autores tem utilizado o Diagnostic Criteria for 

Temporomanbibular Disorders (DC/TMD) quando conduzem estudos clínicos em DTM, 

classificando taxonomicamente as disfunções temporomandibulares em articulares, 
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musculares, cefaleias atribuídas às DTM e estruturas associadas. De acordo com o DC/TMD, 

as disfunções musculares, podem ser divididas em dor muscular, contraturas, hipertrofias, 

neoplasias, desordens de movimento e dores musculares atribuídas às desordens de dor central 

ou sistêmica. No caso específico das dores musculares, pode-se subdividir em mialgia (mialgia 

local, dor miofascial e dor miofascial referida), tendinite, miosite e espasmos (SCHIFFMAN et 

al, 2014). 

Estudos apontam que, dentre as DTM, as de origem muscular são uma das mais 

prevalentes. Tal circunstancia pode ser corroborada por diversos estudos, dentre eles, pode-se 

destacar trabalho abrangendo 357 pacientes que procuraram tratamento para DTM, no qual 

24,6% apresentavam dor muscular localizada (MACHADO et al., 2009). Outro trabalho 

realizado no município de Ribeirão Preto/SP (Brasil), envolvendo a participação de 1230 

habitantes, revelou que 39,2% dos indivíduos entrevistados apresentavam, ao menos, um 

sintoma de DTM, dos quais 25,4% estavam associados a dor, salientando-se que 15,4% 

apresentavam dor de origem muscular (GONÇALVES et al., 2010). A maior prevalência de 

DTM de origem muscular também foi identificada em outro estudo no qual, em amostra de 

2375 indivíduos de portadores de DTM, 30,7% apresentavam dor muscular (DIPAOLO et al., 

2013).  

A despeito de sua alta prevalência clínica, os mecanismos da dor muscular craniofacial 

crônica não são ainda bem compreendidos (AMBALAVANAR et al., 2007). Estudos 

experimentais sugerem que a inflamação desempenha um papel relevante no desenvolvimento 

de patologias teciduais associadas a estas disfunções crônicas uma vez que, quando uma 

atividade continuada é imposta sobre tecido inflamado e lesionado, um ciclo vicioso pode 

ocorrer, perpetuando a dor, podendo se identificar alterações teciduais, dentre elas, a deficiência 

de citocromo-c oxidade, acúmulo de Ca2+ e baixa quantidade de ATP. Uma das hipóteses para 

a gênese das disfunções musculares envolvendo a articulação temporomandibular pode ser a 

insuficiência de oxigênio que provoca o aumento dos níveis de ácido lático por hiperatividade 

muscular, desencadeando a inflamação a qual sensibiliza os nociceptores e causa a hiperalgesia, 

podendo gerar dores crônicas (BARBE; BARR, 2006). 

As opções terapêuticas iniciais para o alívio e controle da dor das DTM devem ser pouco 

invasivas, reversíveis e conservadoras. Podem ser citadas, como alternativas de tratamento, 

placas oclusais, desgaste seletivo, termoterapia, relaxamento ou controle do estresse, prescrição 

de medicamentos analgésicos, anti-inflamatórios e miorelaxantes, resfriamento seguido de 

alongamento do músculo afetado, infiltrações com anestésicos locais ou a seco. No entanto, 

algumas terapias medicamentosas possuem efeitos indesejáveis, mesmo quando a 
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administração é limitada no tempo. No caso dos anti-inflamatórios não-esteróides, os principais 

efeitos colaterais são os transtornos gastrointestinais, complicações relacionadas à função renal 

e função plaquetária, principalmente em decorrência do bloqueio da síntese das 

prostranglandinas. Os miorelaxantes, indicados nas patologias onde prevalece o componente 

miogênico e a hiperatividade muscular, produzem, como efeitos colaterais, cansaço, sonolência 

e vertigens, que podem comprometer o desempenho de atividades cotidianas que requeiram a 

atenção e concentração. Outras terapias como o uso de placas oclusais, relaxamento ou controle 

do estresse, dependem fundamentalmente da colaboração do paciente e da adesão ao plano de 

tratamento estabelecido pelo profissional para se obter o sucesso desejado. 

Em um estudo desenvolvido pela equipe de dor orofacial do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da USP, objetivando-se avaliar a adesão dos pacientes a diversas 

modalidades de tratamento e suas respectivas opiniões a cerca dele, verificou-se que 73,4% dos 

pacientes usavam placas de mordida, 60% estavam recebendo tratamento fisioterápico e 20% 

estavam sendo tratados com antiinfamatórios. Contudo, 40% estavam insatisfeitos com a 

aplicação de calor na face, 20% com a utilização de placas de mordida e 20% com a utilização 

de medicações anti-inflamatórias. Dentre as razões apontadas para os participantes 

demonstrarem insatisfação, as dificuldades para mudança de hábitos, desconforto e efeitos 

colaterais foram mencionadas (OLIVEIRA et al., 2008). 

Além de serem reconhecidas como uma das condições mais prevalentes de dor orofacial, 

estando inseridas nos domínios mais controversos na clínica odontológica, principalmente em 

decorrência da variedade de terminologias em sua conceituação, das teorias relativas à etiologia, 

dos estudos epidemiológicos, dos métodos diagnósticos e das modalidades terapêuticas, torna-

se necessário o estabelecimento de uma terapêutica apropriada para o alívio e controle da dor. 

Neste contexto, embora alguns trabalhos de revisão apontem a dificuldade de se 

padronizar as diretrizes para o efetivo tratamento com laser de baixa intensidade (LBI) em razão 

das diferenças metodológicas, em especial, número, local anatômico e duração das aplicações 

de laser, diversos estudos têm mostrado que o tratamento com LBI pode ser considerado um 

útil aliado no tratamento das DTM (CARROLL et al., 2014; HERPICH et al., 2015; MELIS, et 

al., 2012).  

Ensaios clínicos demonstraram que o LBI foi eficiente na terapêutica diante das DTM, 

ressaltando-se significante remissão e alívio da sintomatologia dolorosa (CARRASCO et al., 

2008; MAZZETTO et al., 2007; MELCHIOR, et al., 2013; VENEZIAN et al., 2010). Em um 

estudo comparativo de modalidades terapêuticas, pacientes portadores de DTM com limitação 

da abertura mandibular em virtude de dor foram submetidos ao tratamento com LBI e 
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eletroestimulação neural transcutanea (TENS), sendo que ambas as terapias obtiveram êxito em 

proporcionar aumento da abertura mandibular, porém o grupo submetido ao tratamento com 

LBI foi mais efetivo do que o grupo tratado com TENS (NUÑEZ et al., 2006). Em outro estudo, 

a utilização de LBI em pacientes portadores de DTM, além de proporcionar diminuição da dor, 

também foi capaz de melhorar as condições miofuncionais orofaciais nos movimentos de 

máxima abertura, lateralidade e protrusão mandibulares (ÇETINER; KAHRAMAN; 

YÜCETAS, 2006; DA SILVA et al. 2012). 

Em razão disto, outras terapias estão sendo investigadas para o tratamento da dor, em 

especial da dor muscular e pelo fato de alguns indivíduos não serem responsivos aos 

tratamentos convencionais mencionados acima, o LBI parece ser uma opção promissora. 
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1.5 Laser de baixa intensidade (LBI) 

 

Os estudos sobre os efeitos terapêuticos do laser de baixa intensidade (LBI) foram 

desenvolvidos inicialmente por Theodore Maimann em 1960, sendo que os primeiros estudos 

acerca da biomodulação, cicatrização e analgesia foram desenvolvidos por Endre Mester em 

1970. A palavra laser é a abreviatura de Light Amplification Stimulated by Emission of 

Radiation, significa a amplificação da luz por emissão estimulada de radiação. É uma forma de 

radiação não ionizante, altamente concentrada. A diferença entre a luz laser e as outras fontes 

luminosas está em algumas características como a monocromaticidade, a colimação e a 

coerência espacial e temporal. O resultado depende do tecido irradiado e do tipo de laser 

utilizado (BJORDAL et al., 2003; BJORDAL, et al., 2006; CHAVANTE, 2009; KARU, 1999; 

SHEFER et al., 2002). 

A luz laser ao incidir em um meio fornece uma quantidade elevada de fótons que ao 

atingir seu “alvo” podem ser refletidos, dispersos, transmitidos ou absorvidos pelo meio, como 

por exemplo, o tecido biológico, onde a luz laser é absorvida em diferentes camadas da 

epiderme e da derme, de acordo com seus constituintes. Esta absorção promove uma interação 

entre a radiação laser e as estruturas celulares e moleculares do tecido biológico. Tal fato é 

crucial para gerar um efeito terapêutico (BJORDAL, et al., 2006; BJORDAL et al., 2003; 

CHAVANTE, 2009; KARU, 1999; SHEFER et al., 2002). O laser vem sendo utilizado de 

diferentes formas na área biomédica nos últimos anos. Os lasers de alta intensidade (também 

conhecidos como laser cirúrgico, laser quente, laser duro ou hard laser) possuem alta radiação 

de potência, o que propicia um potencial destrutivo, sendo utilizados para viabilizar cirurgias 

ou remoção de tecido cariado, ou seja, possuem uma ação fototérmica de corte, vaporização, 

coagulação e esterilização (BJORDAL et al., 2003; BJORDAL, et al., 2006; CHAVANTE, 

2009; KARU, 1999; SHEFER et al., 2002). 

A ação dos lasers de baixa intensidade (LBI) restabelece o equilíbrio biológico celular, 

melhorando as condições da vitalidade tecidual. Os lasers de baixa intensidade são conhecidos 

pela sua ação analgésica, biomoduladora e anti-inflamatória sobre os tecidos biológicos, tais 

como redução de edema, controle do processo inflamatório, aumento da fagocitose, da síntese 

de colágeno (BJORDAL et al., 2003; BJORDAL, et al., 2006; CHAVANTE, 2009; KARU, 

1999; SHEFER et al., 2002). Os mecanismos pelos quais ocorre a conversão de energia 

luminosa em energia bioquímica, capaz de gerar analgesia ou regeneração são ainda pouco 

conhecidos. Alguns autores acreditam que a radiação induzida pelo LBI age principalmente 

sobre as organelas celulares, como as mitocôndrias e as membranas, fazendo com que haja um 
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aumento de ATP e uma modificação no transporte iônico. Acredita-se, ainda, que existam 

fotorreceptores sensíveis a determinados comprimentos de onda, que absorvem os fótons, 

desencadeando reações químicas, assim, acelerando em curto prazo a transcrição do DNA, e 

também favorecendo a produção de ácido araquidônico e a transformação de prostaglandinas 

em prostaciclinas, fato que justifica ação antiedematosa e anti-inflamatória do LBI, 

promovendo o aumento da endorfina circulante (beta endorfina), proporcionando o efeito 

analgésico na dor não inflamatória (BJORDAL et al., 2003; BJORDAL, et al., 2006; 

CHAVANTE, 2009; KARU, 1999). O LBI promove efeitos semelhantes de modulação da 

inflamação e analgesia ao da medicação anti-inflamatória não esteroidal, além de estimular a 

microcirculação local e a proliferação celular, favorecendo ainda mais os eventos de reparação 

no pós-operatório. A terapia de LBI também possui efeitos terapêuticos como, por exemplo, a 

aceleração de cicatrização, redução da sintomatologia dolorosa, restauração da função neural 

após o dano, aprimoramento da remodelação e reparo ósseo, normalização da função hormonal, 

estímulo de liberação de endorfina e modulação do sistema imune (BJORDAL et al., 2003; 

BJORDAL, et al., 2006; CHAVANTE, 2009; KARU, 1999; SHEFER et al., 2002). 

Com relação a seus efeitos sobre a lesão do tecido muscular, tem sido demonstrado que 

o tratamento com LBI desencadeia produção de ATP, promove angiogênese e impulsiona 

células satélites quiescentes a entrar em ciclo celular auxiliando na regeneração muscular 

(SHEFER et al., 2002). Os efeitos do LBI não são restritos aos músculos. Mais recentemente a 

literatura demonstra efeitos benéficos do LBI também na regeneração de ossos e tendões 

(BJORDAL et al., 2003; BJORDAL, et al., 2006; CHAVANTE, 2009; FERREIRA et al., 2005; 

KARU, 1999; SHEFER et al., 2002). 

Existem diversos estudos mostrando o efeito terapêutico do LBI em todos os processos 

de reparo do músculo esquelético após lesão. Na fase aguda da inflamação, o LBI age nas 

mitocôndrias, aumentando a transferência de elétrons ao longo da cadeia de transporte de 

elétrons e prótons através do interior da membrana mitocondrial. A consequência é o 

substancial aumento na produção de ATP que leva à reativação da síntese de DNA, RNA e 

proteínas, aumentando a proliferação celular (MANTINEO; PINHEIRO; MORGADO, 2014). 

No que se refere ao controle da resposta inflamatória, a literatura demonstra que o LBI 

reduz a resposta inflamatória induzida por trauma e bloqueia os efeitos das espécies reativas de 

oxigênio (ROS), ativação do fator nuclear κВ (NF-κВ) (RIZZI et al., 2006), induziu a redução 

da migração celular neutrofílica em peritonite induzida por lipopolissacarídeo (LPS) (CORREA 

et al., 2007), reduziu o edema e o influxo de leucócitos, assim como reduziu a mionecrose 

causada pelo veneno de cobra da espécie Bothrops jararacussu (BARBOSA et al., 2008, 2009) 
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e acelerou o reparo tecidual pós-cirúrgico e reduziu o edema e o infiltrado inflamatório 

polimorfonuclear (REIS et al., 2008). Outros estudos em animais e humanos tem demonstrado 

que o LBI tem efeitos modulatórios em marcadores inflamatórios (PGE2, TNF-α, IL-1), que 

reduzem o processo inflamatório (edema, necrose, influxo de neutrófilos) e modulam a 

atividade leucocitária (macrófagos, linfócitos) e também das isoformas da ciclooxigenase 

(COX-1 e COX-2) (DE ALMEIDA et al., 2011). Nesse sentido, foi demonstrado que a 

aplicação de LBI em músculos gastrocnêmios criolesionados de ratos demonstrou uma 

significante diminuição da intensidade do processo inflamatório em 4 dias após a realização da 

lesão muscular (PAIVA-OLIVEIRA et al., 2012). Dados semelhantes foram observados em 

modelo de inflamação induzida por zymosan em joelho de ratos, onde o tratamento com LBI 

de InGaAlP operando, em modo contínuo, no comprimento de onda de 660 nm, reduziu o 

influxo de leucócitos e liberação de IL-1В e IL-6 decorridas seis horas do tratamento (CARLOS 

et al., 2014). 

Os efeitos biológicos da irradiação no reparo tecidual dependem de parâmetros, tais 

como, comprimento de onda, a quantidade de energia aplicada no tecido, o número e duração 

das sessões de aplicação. A irradiação com LBI promove a regeneração do músculo esquelético 

em modelos animais e humanos, assim como uma redução da fase inflamatória e aceleração das 

fases proliferativas e de maturação do músculo esquelético. A laserterapia com laser AlGaInP 

operando com 785 nm reduziu o infiltrado inflamatório e acelerou a regeneração do tecido 

conjuntivo através da estimulação da proliferação de fibroblastos (CRESSONI et al., 2008). 

Ao longo dos anos, foi observado que o LBI tem um padrão dose-resposta bifásico. Isto 

significa que doses intermediárias situadas dentro de uma “janela terapêutica” têm efeitos 

estimulatórios nos tecidos biológicos, enquanto que doses maiores podem induzir efeitos 

inibitórios, ou mesmo, destrutivos. Contudo, as alterações da “janela terapêutica” dependem da 

natureza da patologia e das células afetadas, assim como dos tipos de tecido (HUANG et al., 

2009). Nos trabalhos realizados por Albuquerque-Pontes et al. (2015), cujo objetivo era avaliar 

os efeitos da irradiação de LBI com diferentes doses (1,3 e 10 Joules), comprimentos de ondas 

(660, 830 e 905 nm) e intervalos de aplicação, na atividade do citocromo oxidase-c em 

músculos tibiais anteriores intactos de ratos, foi evidenciado que a expressão do citocromo 

oxidase-c aumentou principalmente com os seguintes comprimentos de onda e doses: 660 nm 

com 1 Joule (J), 830 nm com 3J e 905nm com 1 J. 

Deste modo, associando-se os fatos de que as DTM são uma das condições mais 

prevalentes de dor orofacial, em especial as de origem muscular, nas quais se vislumbram 

variedades de teorias relativas à etiologia e métodos diagnósticos, e de que as modalidades 
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terapêuticas atuais são apontadas por pacientes como refratárias, desconfortáveis e 

insatisfatórias frente aos efeitos colaterais e eventuais mudanças de hábitos, torna-se necessário 

o estabelecimento de uma terapêutica apropriada para o alívio e controle da dor, tornando o LBI 

uma opção promissora já que sua eficácia vem sendo demonstrada em diversos estudos, no 

entanto pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos nos seus efeitos anti-inflamatórios e 

antinociceptivo. 

Dessa forma, este estudo busca compreender os mecanismos celulares e moleculares 

anti-inflamatórios e antinociceptivos do LBI frente a um modelo experimental de dor orofacial 

no músculo masseter de ratos o qual mimetiza DTM de origem muscular. 

  



 

 

44 

2 OBJETIVOS 

 

Frente ao exposto, o objetivo do presente estudo foi o desenvolvimento de um modelo 

experimental de DTM em ratos para avaliação dos efeitos analgésicos do LBI, bem como a 

avaliação dos mecanismos envolvidos no seu efeito. Desta maneira, os objetivos específicos 

foram: 

 

a) padronizar o modelo experimental de nocicepção persistente em ratos induzido por 

injeção de adjuvante completo de Freund (CFA) no músculo masseter; 

b) realizar a avaliação comportamental por meio de estimulação mecânica (von Frey 

eletrônico), e mensuração do desenvolvimento e o decurso temporal da nocicepção nos animais 

com dor persistente; 

c) avaliar, se o tratamento com LBI promove alteração na sensibilidade dolorosa dos 

animais com dor persistente; 

d) avaliar se o tratamento com LBI promove alterações no processo inflamatório do 

tecido muscular dos animais, avaliado por histologia; 

e) avaliar o efeito do tratamento com LBI na ativação de microglia, avaliado por 

imunohistoquímica; 

f) avaliar o efeito do tratamento com LBI na expressão de fractalquina (CX3CL1), 

avaliado por imunohistoquímica. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais 

 

Foram utilizados 59 (cinquenta e nove) ratos machos da linhagem Sprague-Dawley, 

pesando entre 250 e 370 g, fornecidos pelo Biotério do Departamento de Anatomia do Instituto 

de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (ICB-USP). Os animais foram mantidos 

em ambiente com temperatura (22°±2 °C) e umidade (80%) controlados, com ciclo claro/escuro 

de 12/12 horas e livre acesso à ração e água. 

Todos os procedimentos foram desenvolvidos em conformidade com o protocolo da 

Comissão de Ética em Experimentação Animal do ICB/USP (CEUA 20/2014). Os animais 

foram manipulados de acordo com os princípios e parâmetros para investigação de dor 

experimental (ZIMMERMANN, 1983). 

 

3.2 Inflamação do músculo masseter de ratos 

 

3.2.1 Padronização da concentração de CFA para indução de dor persistente em masseter de 

ratos 

 

Inicialmente, foi realizada a padronização da concentração de adjuvante completo de 

Freund (CFA, Sigma, contendo Mycobacterium tuberculosis morta pela ação do calor) a ser 

utilizada no presente trabalho, uma vez que a literatura reporta uma ampla variedade de 

concentrações para a indução de dor aguda e persistente. Assim, foram testadas as 

concentrações mais comuns usadas para a linhagem escolhida para o desenvolvimento do 

presente projeto. Para tanto, os animais foram anestesiados profundamente com quetamina (75 

mg/100 g) e xilazina (10 mg/100 g). Usando técnicas assépticas, o CFA, em diferentes 

concentrações, foi emulsificado com igual volume de solução salina (0,9%) com o uso de uma 

torneira de três vias (SOLIDOR®, Bio Med Health Care Products, Brasil) e injetado no músculo 

masseter esquerdo entre o osso zigomático e o ângulo da mandíbula (figuras 1 e 2). 

Para a padronização os animais foram divididos em 5 grupos (n=3) como se segue: 
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Grupo 1: 120 µl CFA + 120 µl solução salina  

Grupo 2: 100 µl CFA + 100 µl solução salina  

Grupo 3: 80 µl CFA + 80 µl solução salina  

Grupo 4: 60 µl CFA + 60 µl solução salina  

Grupo 5: 60 µl solução salina 0,9% + 60 µl óleo mineral  

 

Uma vez determinada a concentração ideal para a realização dos experimentos 

subsequentes, os grupos experimentais foram divididos como se segue (n= 11)  

Grupo 1: Controle (100 µl solução salina + 100 µl óleo mineral) 

Grupo 2: CFA (100 µl CFA + 100 µl solução salina)  

Grupo 3: CFA+LBI (100 µl CFA + 100 µl solução salina), com aplicação de LBI 

Grupo 4: CFA+LBI desligado (100 µl CFA + 100 µl solução salina) com aplicação de LBI, 

contudo com o aparelho desligado 
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Figura 1 - Procedimento de emulsificação do adjuvante 

completo de Freund (CFA) e solução salina 0,9%: A. 

Seringas distintas de 3 ml contendo 100 µl de CFA, 100 µl 

de solução salina 0,9% e uma torneira de 3 vias SOLIDOR® 

(Bio Med Health Care Products, Brasil); B. Seringas 

acopladas à torneira de 3 vias; C. Emulsificação dos 

conteúdos contidos nas seringas. 

  

Fonte: autor (2017). 



 

 

48 

 

Figura 2 - Procedimento de aplicação da emulsão contendo adjuvante 

completo de Freund (CFA) e solução salina 0,9% no masseter esquerdo de 

ratos: A. localização da ponta da agulha na região do músculo masseter 

entre o osso zigomático e o ângulo da mandíbula; B. vista ampliada. 

 

Fonte: autor (2017). 

  



 

 

49 

3.3 Avaliação da sensibilidade dolorosa orofacial 

 

A avaliação da sensibilidade dolorosa foi realizada através de teste baseado no uso de 

estímulos mecânicos. Estes testes permitem a aplicação de pressões mensuráveis 

progressivamente aumentadas e a sua interrupção quando o limiar é alcançado em função do 

aparecimento de um dado comportamento (AMBALAVANAR, 2007; LE BARS; GOZARIU; 

CADDEN, 2001; SALOMAN; NIU; RO, 2011). No presente estudo, o método de avaliação de 

hiperalgesia mecânica adotado foi realizado conforme o modelo descrito por Denadai-Souza et 

al. (2008) no qual se utilizou o analgesímetro digital (Von Frey), modelo EFF 301 (Insight, 

Ribeirão Preto/SP, Brasil) que consiste de um transdutor de pressão, cuja capacidade varia entre 

0,1 g a 1000 g (aproximadamente 1 mN a 10 N), adaptado através de um cabo a um contador 

digital com precisão de 0,1 g (figura 3). 

 

Figura 3 - Analgesímetro Digital Von Frey  

 

Fonte: Insight Equipamentos, Ribeirão Preto/SP, 

Brasil (2017). 

 

Enquanto os animais encontravam-se semicontidos manualmente, o pesquisador foi 

instruído e habilitado a aplicar a ponteira do transdutor na região massetérica esquerda do 

animal, com força e velocidade uniformes e progressivas de modo a obter a menor variação 

possível. A sensibilidade mecânica da região da face foi avaliada medindo-se o limiar de 

intensidade de força (em g) necessário para que ocorresse uma resposta de retirada da cabeça 

do animal. Para tanto, os animais foram colocados individualmente em gaiolas plásticas por um 
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período de 30 min de adaptação antes da estimulação. Antes do início dos experimentos, os 

animais foram submetidos a sessões de condicionamento nos dois dias anteriores ao 

experimento, sob temperatura controlada e iluminação ambiente. A avaliação da sensibilidade 

dolorosa orofacial e, em especial, as medidas dos limiares de força foram realizadas, em 

triplicatas, antes, 72 horas e 7 dias após a aplicação do CFA; no 7º dia após a aplicação do CFA, 

foi efetuada a primeira aplicação de LBI, sendo realizada, em seguida, as avaliações de 

sensibilidade dolorosa 1h, 3h, 6h e 24 h após esta aplicação inicial de LBI; a partir do 8º dia, 

foram efetuadas aplicações diárias de LBI, sendo que, no 14º e 21º dia após a aplicação do CFA, 

foram avaliados novamente os limiares nociceptivos do movimento de retirada da cabeça 

(figura 4). Os resultados foram analisados pela comparação das médias obtidas nos diferentes 

grupos experimentais. 

 

Figura 4 - Esquema de representação do protocolo de tratamento 

 

Fonte: autor (2017). 

 

3.4 Tratamento com laser de baixa intensidade (LBI) 

 

O tratamento foi realizado com a utilização do LBI, semicondutor (modelo Photon Laser 

III, D.M.C., São Carlos/SP, Brasil) (figura 5).  
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Figura 5 - Photon Laser III (DMC Equipamentos, São Carlos/SP, Brasil)- Emissão de luz laser com 

comprimento de onda de 660 nm e de 810 nm para bioestimulação nas áreas de odontologia, medicina 

geral e fisioterapia. 

 

Fonte: DMC Equipamentos, São Carlos/SP, Brasil (2017). 

 

As sessões de LBI foram realizadas com os animais semicontidos manualmente para 

que não houvesse movimentação que interferisse na aplicação do laser. Para tanto, a região do 

músculo masseter que recebeu a incidência do LBI teve os pelos raspados a fim de que os 

mesmos não causassem difração do feixe de luz (figura 6). 

 

Figura 6 - Tricotomia no masseter esquerdo de ratos. 

 

Fonte: autor (2017). 

 

A região escolhida para a incidência do LBI foi selecionada considerando-se os mesmos 

parâmetros descritos para a administração da emulsão contendo solução salina 0,9% e CFA 

(figura 2) e a ponta do aparelho foi colocada perpendicularmente em contato com a superfície 
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da região massetérica para evitar perdas significantes de energia por reflexão (LIZARELLI, 

2010). O LBI foi utilizado conforme os parâmetros descritos na tabela 1. Foram realizadas 

aplicações de laser em cada animal por 14 dias consecutivos, sendo a primeira sessão realizada 

7 dias após a injeção de CFA. O protocolo de LBI escolhido foi baseado em experimentos 

preliminares do nosso laboratório (NADUR-ANDRADE et al., 2014). 

 

Tabela 1 - Protocolo de irradiação laser de baixa intensidade (LBI) 

 
Fonte: autor (2017). 

 

3.5 Histologia 

 

Concluídas as fases dos experimentos comportamentais, grupos distintos de animais 

foram sacrificados no 14º e no 21º dia após aplicação do CFA para avaliação da evolução do 

tratamento com LBI. Os animais foram anestesiados com quetamina (75 mg/100 g) e xilazina 

(10 mg/100 g) e submetidos à perfusão transcardíaca com solução salina 0,9% (300 ml) seguida 

de formolaldeído 4%(300 ml) com posterior coleta de amostras do músculo masseter de 

aproximadamente 8 mm de comprimento. Foram coletadas amostras de animais normais 

(controle-salina) e animais injetados com CFA, tratados ou não com LBI que foram 
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imediatamente fixadas em solução contendo 4% de formolaldeído, por um período de 4h, sendo, 

após, colocadas em sacarose 30%. Previamente aos processos de desidratação, clarificação e 

impregnação, o material coletado foi clivado a fim de permitir a redução dos fragmentos e 

facilitar a penetração e difusão dos reagentes durante as demais etapas do processamento dos 

tecidos. Em seguida, os fragmentos obtidos foram submetidos a quatro lavagens de 30 minutos 

em solução PBS. Em seguida, os fragmentos de masseter foram desidratados em concentrações 

seriadas de álcool (75% a 100%) e, após, clarificadas com xilol e, por fim, impregnadas e 

incluídas em parafina. Cabe ressaltar que os fragmentos do masseter foram incluídos na 

parafina, observando-se os planos longitudinais e transversais para obtenção dos cortes 

histológicos para se visualizar em diferentes planos o infiltrado inflamatório. Para permitir a 

análise dos tecidos ao microscópio de luz, foram efetuadas 10 lâminas por animal contendo, em 

cada uma, dois cortes histológicos de 6μm de espessura de cada animal, utilizando-se 

micrótomo Leica RM 2125 (Leica Biosystem, Alemanha). 

Finalizado o processo de corte e de transferência para a lâmina, esta foi levada à estufa 

aquecida a 60°C para retirar o excesso de parafina e melhorar a adesão dos cortes à lâmina. Por 

fim, com o objetivo de proporcionar uma visão geral de todo o tecido de modo a permitir a 

identificação dos elementos teciduais, propiciando o diagnóstico histológico, em especial, a 

visualização das células musculares e células inflamatórias, foi adotada a coloração pela técnica 

de hematoxilina-eoisina. Nesta coloração, os núcleos são corados pela hematoxilina, sendo 

evidenciados em roxo, enquanto o citoplasma e os espaços intercelulares são corados pela 

eosina, sendo visualizados em rosa. 

As lâminas, foram fotografadas em microscópio óptico (Zeiss Axioskop 40, Alemanha), 

em aumentos de 20X e 40X, três áreas em cada lâmina. Cada área fotografada foi submetida à 

análise qualitativa das características relacionadas à inflamação e reparação do tecido muscular, 

sendo observado o infiltrado inflamatório, a mionecrose e o estágio de maturidade das fibras 

musculares. 

 

3.6 Imunohistoquímica 

 

A coleta do gânglio trigeminal esquerdo foi realizada após procedimento de perfusão 

conforme descrito no item 3.5, sendo armazenados em PFA 4% por 4 horas e, após este período, 

o material foi transferido para uma solução de sacarose 30% em PB onde foram armazenados 

até o momento do corte para realização de imunohistoquímica. Os gânglios trigeminais foram 

cortados em uma espessura de 6 μm em criostato (Leica CM 1850, EUA), sendo coletados 
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diretamente em lâminas histológicas silanizadas e mantidos por 1 hora em estufa a 37 °C e 

posteriormente armazenados a -20 °C. 

Para realização da imunohistoquímica os cortes foram lavados 2 x por 10 min em PB 

0,1 M, seguido de incubação em anticorpo primário Iba-1 (para microglia, 1:500, mouse, 

Millipore) ou CX3CL1 (para fractalquina, 1:500, rabbit, Affymetrix e-Bioscience) diluídos em 

NDS 5% + Triton X-100 0,3%, a 4 °C por 18 horas. Para a microglia, antes da incubação com 

anticorpo primário foi realizado aquecimento, em banho-maria por 30 min a 75 oC, em tampão 

citrato de sódio, objetivando-se a exposição de epítopos, sendo as lâminas posteriormente 

lavadas 3 x 10 min em PB 0,1 M. Após a incubação com o anticorpo primário seguiram-se 3 

lavagens de 10 min em PB 0,1 M e incubação com anticorpo secundário αMSDКß (para 

microglia, 1:200, anti-mouse, Jackson ImunnoResearch Laboratories) ou αRSDКß (para 

fractalquina, 1:200, anti-rabbit, Jackson ImunnoResearch Laboratories) diluídos em Triton X-

100 0,3% e incubados por 2 horas em temperatura ambiente. Após este procedimento seguiram-

se 3 lavagens de 10 min em PB 0,1 M e revelação em DAB (diaminobenzidina), seguida de 

desidratação das lâminas e montagem com lamínulas. 

As lâminas foram fotografadas em microscópio óptico (Zeiss Axioskop 40, Alemanha), 

em aumentos de 40 X, três áreas em cada lâmina. Cada área fotografada foi submetida à análise 

qualitativa e quantitativa das características relacionadas à marcação e expressão de microglia 

e fractalquina através do programa ImageJ 1.50i (Wayne Rasband, National Institutes of Health, 

EUA). 

 

3.7 Análise estatística 

 

Os resultados obtidos estão expressos como média ± erro padrão da média (e.p.m) e 

analisados estatisticamente por Análise de Variância (ANOVA). O teste de Bonferroni foi 

utilizado para detectar as diferenças das médias após a Análise de Variância. O índice de 

significância considerado foi de p<0,05. Calculado com software GraphPad Prism/GraphPad 

Software V5.00-Copyright ©, 1992-2007. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Padronização da concentração de CFA para indução de dor persistente em masseter 

de ratos 

 

A figura 7 demonstra que todos os grupos exibiram respostas basais similares no teste 

de von Frey antes da injeção de CFA. Como previsto, a injeção de CFA induziu, 

consideravelmente, a redução dos limiares nociceptivos em todos os grupos nas primeiras 24 

horas, estendendo-se ao longo dos 21 dias subsequentes, fato este que categoriza este modelo 

como de dor persistente. Dentre todas as concentrações testadas, foi possível observar ainda 

que apenas a concentração de 100 μl CFA+100 μl solução salina apresentou diferença 

significativa (***p<0,001/**p<0,01) quando comparada ao grupo salina e demais grupos 

experimentais, sendo assim selecionada com a máxima eficácia para a realização dos 

experimentos subsequentes. 
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Figura 7 - Efeito de diferentes concentrações de CFA sobre a hipersensibilidade dolorosa mecânica de 

ratos avaliados por von Frey eletrônico. Ratos receberam injeção de CFA no músculo masseter e após 

diferentes tempos foram avaliados quanto a sensibilidade dolorosa mecânica. Os animais foram 

avaliados antes da aplicação da emulsão (Tempo 0) e após 1, 3, 7, 10, 14 e 21 dias da aplicação da 

emulsão no masseter. Grupo de ratos injetados com óleo mineral (veículo do CFA) foram submetidos 

ao mesmo protocolo experimental e avaliados como grupo controle. Os dados correspondem à média ± 

e.p.m. de 3 animais por grupo. ***p<0,001 / **p<0,01 quando comparados o grupo controle e CFA 100 

µl (ANOVA de duas vias, seguido do pós-teste de Bonferroni). 

 

 

Fonte: autor (2017). 
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4.2 Avaliação do tratamento com LBI sobre a hipersensibilidade mecânica de ratos com 

dor persistente avaliados por von Frey eletrônico 

 

As figuras 8 e 9 demonstram que todos os grupos exibiram respostas basais similares no 

teste de von Frey antes da injeção de CFA. Como esperado, a injeção de CFA induziu, 

consideravelmente, a redução dos limiares nociceptivos em todos os grupos no 7º dia, 

estendendo-se ao longo dos 21 dias subsequentes nos grupos “CFA” e “CFA+LBI desligado”. 

O grupo “CFA+LBI”, embora tenha tido uma redução dos limiares nociceptivos no 7º dia, 

apresentou um aumento dos limiares nociceptivos 1 h, 3 h e 6 h após a primeira aplicação de 

LBI (**p<0,01 /*p<0,05), contudo houve novamente redução dos limiares nociceptivos 

decorridas 24 horas da primeira aplicação de LBI (figura 8). 

Analisando-se a figura 9, pode-se constatar que a hipersensibilidade mecânica persistiu 

nos grupos “CFA” e “CFA+LBI desligado” ao longo dos 21 dias, porém houve aumento 

considerável dos limiares nociceptivos no grupo “CFA+LBI” durante os 14 dias consecutivos 

de aplicação de LBI. Assim, os resultados obtidos demonstram que o tratamento agudo com 

LBI InGaAlP, 660 nm, 30 mW, 16 J/cm2, por 15 segundos, induziu uma reversão parcial da 

hipersensibilidade mecânica induzida pelo CFA (Figura 8). Por outro lado, o tratamento crônico 

com LBI por 14 dias, utilizando-se os mesmos parâmetros, reverteu a hiperalgesia induzida 

pelo CFA a partir do 7º dia de avaliação até o 21º dia, sugerindo que aplicações consecutivas 

sejam necessárias para a indução do quadro de analgesia (figura 9). 
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Figura 8 - Efeito da aplicação aguda do LBI sobre a hipersensibilidade mecânica provocada pelo CFA. 

Ratos injetados com CFA e solução salina no masseter foram tratados com a aplicação de LBI (InGaAlP, 

660 nm, 30 mW, 16 J/cm2, por 15 segundos) 7 dias após a aplicação de CFA. Os animais foram avaliados 

através do teste de von Frey eletrônico antes (tempo 0) e 1 h, 3 h, 6 h e 24 h após primeira aplicação do 

LBI. Grupos de animais injetados apenas com veículo ou injetados apenas com CFA ou ainda injetados 

com CFA e tratados com LBI desligados também foram avaliados. Os dados correspondem à média ± 

e.p.m. de 11 animais por grupo. ***p<0,001 / **p<0,01 /*p<0,05 quando comparados os grupos controle 

e “CFA+LBI”; e ###p<0,001 / ##p<0,01 quando comparados os grupos “CFA+LBI” e “CFA” (ANOVA 

de duas vias, seguido do pós-teste de Bonferroni). 

 

 

Fonte: autor (2017). 
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Figura 9 - Efeito da aplicação crônica do LBI sobre a hipersensibilidade mecânica provocada pelo CFA. 

Ratos injetados com CFA foram tratados com LBI (InGaAlP, 660 nm, 30 mW, 16 J/cm2, por 15 

segundos) durante 14 dias consecutivos, iniciando-se no 7º dia após a aplicação do CFA. Os animais 

foram avaliados pelo teste de von Frey eletrônico antes (tempo 0) e no 14º e 21º dias após a aplicação 

do LBI. Grupos de animais injetados apenas com veículo ou injetados apenas com CFA ou ainda 

injetados com CFA e tratados com LBI desligados também foram avaliados. Os dados correspondem à 

média ± e.p.m. de 6 animais por grupo. ***p<0,001 quando comparados os grupos controle e 

“CFA+LBI”; e ###p<0,001 quando comparados os grupos “CFA+LBI” e “CFA” (ANOVA de duas 

vias, seguido do pós-teste de Bonferroni). 

 

 

Fonte: autor (2017). 
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4.3 Avaliação do tratamento com LBI sobre o processo inflamatório do músculo masseter 

de ratos submetidos ao modelo de dor persistente induzida por CFA, avaliado por 

histologia 

 

A análise morfológica qualitativa dos tecidos musculares de cada um dos grupos 

delineados no presente estudo foi realizada de modo que fosse observada a citoarquiteura das 

fibras musculares, em especial, a localização dos núcleos e a uniformidade das fibras, além da 

presença ou não de infiltrado inflamatório e de células musculares necróticas. A figura 10 

refere-se aos grupos, tratados ou não com LBI, decorridos 14 dias da indução de dor persistente 

através da aplicação de CFA. 

Observando-se as figuras 10A e 10B, as fibras musculares do músculo masseter do 

grupo controle apresentam uniformidade em seu tamanho e os núcleos encontram-se 

posicionados centralizados, indicando maturidade celular. Também não são identificadas áreas 

com presença de mionecrose ou de infiltrado inflamatório. Comparando-se os grupos 

experimentais, submetidos ou não a aplicação de LBI, nota-se evidente distinção entre suas 

citoarquiteturas. Tanto nos grupos “CFA+LBI desligado” (figuras 10G e 10H) como “CFA” 

(figuras 10C e 10D), extensas áreas de intenso infiltrado inflamatório, áreas necróticas e 

degeneração celular são exibidas. No entanto, o tecido muscular do grupo “CFA+LBI” (figuras 

10E e 10F), não apresenta infiltrado inflamatório. Pode-se notar ainda a presença de algumas 

fibras musculares com núcleos localizados centralmente, denotando que são células musculares 

imaturas, recém-formadas. 

A figura 11 refere-se aos grupos, tratados ou não com LBI, decorridos 21 dias da 

indução de dor persistente através da aplicação de CFA. Nas figuras 11A e 11B, podemos 

observar as fibras musculares do músculo masseter do grupo controle onde se verifica a 

uniformidade no tamanho das fibras e o posicionamento centralizado dos núcleos, indicando 

maturidade celular. Também não são identificadas áreas com presença de mionecrose ou de 

infiltrado inflamatório. Ao efetuarmos as comparações entre os grupos experimentais, 

submetidos ou não a aplicação de LBI, podemos notar uma clara distinção entre suas 

citoarquiteturas. Tanto nos grupos “CFA+LBI desligado” (figuras 11G e 11H) como “CFA” 

(figuras 11C e 11D), pode-se detectar a presença de intenso infiltrado inflamatório e áreas 

necróticas e ampla degeneração celular. Observando-se o grupo “CFA+LBI” (figuras 11E e 

11F), o tecido muscular não apresenta infiltrado inflamatório. Pode-se notar ainda a presença 

de algumas fibras musculares com núcleos localizados centralmente, denotando que são células 

musculares imaturas, recém-formadas. 
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A presente análise macroscópica sugere que, após induzida a inflamação pela aplicação 

de CFA no masseter de ratos, o tratamento com LBI mostrou-se eficaz na redução do infiltrado 

inflamatório e reparação tecidual. 
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Figura 10 - Análise morfológica qualitativa do masseter de ratos decorridos 14 dias da aplicação de CFA 

e solução salina, e 7 dias de tratamento com LBI. Fotomicrografias representativas da morfologia do 

músculo masseter de ratos do grupo controle (A/B), do grupo “CFA” (C/D), do grupo “CFA+LBI” (E/F) 

e do grupo “CFA+LBI desligado” (G/H); A coluna da esquerda apresenta ampliação de 20X e a coluna 

da direita apresenta ampliação de 40X. Coloração hematoxilina e eosina. 

 

Fonte: autor (2017). 
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Figura 11 - Análise morfológica qualitativa do masseter de ratos decorridos 21 dias da aplicação de CFA 

e solução salina, e 14 dias de tratamento com LBI. Fotomicrografias representativas da morfologia do 

músculo masseter de ratos do grupo controle (A/B), do grupo “CFA” (C/D), do grupo “CFA+LBI” (E/F) 

e do grupo “CFA+LBI desligado” (G/H); A coluna da esquerda apresenta ampliação de 20X e a coluna 

da direita apresenta ampliação de 40X. Coloração hematoxilina e eosina. 

 

Fonte: autor (2017). 



 

 

64 

4.4 Avaliação do efeito do LBI sobre a marcação da microglia ou fractalquina no gânglio 

trigeminal de ratos submetidos ao modelo de dor persistente induzida por CFA 

 

De maneira geral, foi possível observar um aumento na marcação para microglia no 

gânglio trigeminal dos animais, tratados com CFA, embora não de modo significante. Ainda, o 

tratamento com LBI não foi capaz de interferir com esse aumento, em nenhum dos tempos 

avaliados (Figuras 12 e 13).  

Com relação à fractalquina, os dados obtidos demonstram que houve um aumento do 

número de neurônios marcados no grupo de animais tratados com CFA, quando comparados ao 

grupo controle tanto após 14 quanto 21 da injeção de CFA (Figuras 14 e 15). Ainda, o 

tratamento com LBI foi capaz de diminuir o número de neurônios marcados em ambos os 

tempos avaliados (Figuras 14 e 15). 
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Figura 12 - Número de células marcadas para microglia no gânglio trigeminal de ratos submetidos ao 

modelo de dor persistente induzida por CFA, avaliados por imunohistoquímica (Iba-1). Os dados 

representam o padrão de marcação de microglia do gânglio trigeminal de ratos dos diferentes grupos 

experimentais. Grupos de animais injetados apenas com veículo ou injetados apenas com CFA ou ainda 

injetados com CFA e tratados com LBI ligado ou desligado, decorridos 14 e 21 dias da aplicação do 

CFA, também foram avaliados. Os dados correspondem à média ± e.p.m. de 3 animais por grupo. Os 

dados representam o número de células marcadas para receptor Iba 1 em gânglio trigeminal de ratos do 

grupo controle, do grupo “CFA”, do grupo “CFA+LBI” e do grupo “CFA+LBI desligado” (ANOVA de 

duas vias, seguido do pós-teste de Bonferroni). 

 

 

Fonte: autor (2017).  
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Figura 13 – Imagem representativa de células marcadas para microglia no gânglio trigeminal de ratos 

submetidos ao modelo de dor persistente induzida por CFA, avaliados por imunohistoquímica (Iba-1), 

decorridos 14 e 21 dias da aplicação de CFA e solução salina, e 7 e 14 dias de tratamento com LBI. 

Fotomicrografias representativas do padrão de marcação obtida por microscopia óptica da expressão de 

microglia em gânglio trigeminal de ratos do grupo controle (A/B), do grupo “CFA” (C/D), do grupo 

“CFA+LBI” (E/F) e do grupo “CFA+LBI desligado” (G/H); a coluna da esquerda e da direita 

representam, respectivamente, os grupos após 14 e 21 dias da aplicação de CFA. Ampliação de 40X. 
 

 

Fonte: autor (2017).  
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Figura 14 - Número de células marcadas para fractalquina no gânglio trigeminal de ratos submetidos ao 

modelo de dor persistente induzida por CFA, avaliados por imunohistoquímica (CX3CL1). Os dados 

representam o padrão de expressão da fractalquina em neurônios do gânglio trigeminal de ratos. Grupos 

de animais injetados apenas com veículo ou injetados apenas com CFA ou ainda injetados com CFA e 

tratados com LBI ligado ou desligado, decorridos 14 e 21 dias da aplicação do CFA, também foram 

avaliados. Os dados correspondem à média ± e.p.m. de 3 animais por grupo. ***p<0,001 quando 

comparados os grupos “controle” e “CFA”; $$$p<0,001 quando comparados os grupos “controle” e 

“CFA+LBI desligado”; ###p<0,001 quando comparados os grupos “CFA+LBI” e “CFA+LBI 

desligado”; e @@@p<0,001 quando comparados os grupos “CFA” e “CFA+LBI” (ANOVA de duas 

vias, seguido do pós-teste de Bonferroni). 

 

 

Fonte: autor (2017). 
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Figura 15 - Imagem representativa de células marcadas para fractalquina no gânglio trigeminal de ratos 

submetidos ao modelo de dor persistente induzida por CFA, avaliados por imunohistoquímica 

(CX3CL1). Fotomicrografias representativas do padrão de marcação obtida por microscopia óptica da 

expressão de fractalquina em neurônios do gânglio trigeminal de ratos do grupo controle (A/B), do grupo 

“CFA” (C/D), do grupo “CFA+LBI” (E/F) e do grupo “CFA+LBI desligado” (G/H); a coluna da 

esquerda apresenta marcação decorridos 14 dias da aplicação do CFA e a coluna da direita apresenta 

marcação decorridos 21dias da aplicação do CFA. Ampliação 20X. 

 

 

Fonte: autor (2017).  
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5 DISCUSSÃO 

 

Neste estudo, avaliou-se os efeitos do LBI sobre um modelo experimental de dor 

persistente em masseter de ratos induzida pela aplicação de CFA. O Adjuvante Completo de 

Freund (CFA) é uma emulsão contendo Mycobacteria morta pela ação do calor ou componentes 

de sua parede celular. Um dos modelos que são frequentemente utilizados em animais para 

estudar a dor associada com inflamação é sua aplicação de forma subcutânea, intradérmica ou 

intramuscular, sendo efetivo em potencializar resposta imune celular, incitando uma intensa 

resposta inflamatória (CAPRA; RO, 2004; KHAN; HARGREAVES, 2010). Nossos resultados 

demonstram que uma injeção única intramuscular de CFA (100 µl) foi capaz de induzir um 

estado de hipersensibilidade persistente nos animais por pelo menos 21 dias de avaliação. Estes 

dados corroboram com dados da literatura que demonstram a presença de alodinia mecânica, 

hiperalgesia e importante infiltrado inflamatório em modelos distintos de inflamação e 

nocicepção orofacial em ratos após a injeção de CFA (AMBALAVANAR et al. 2007; IMBE 

2001; OKUMURA et al., 2010). É importante ressaltar que a concentração de 100µl foi 

escolhida em razão de somente ela apresentar diferença significativa quando comparada ao 

grupo salina e demais grupos experimentais, sendo assim selecionada com a máxima eficácia 

para a realização dos experimentos subsequentes. 

Uma vez padronizado o modelo de dor persistente, foi avaliado o efeito do tratamento 

com LBI neste modelo e, os resultados obtidos, demonstram que uma aplicação de laser 

(InGaAlP, 660 nm, 30 mW, 1,6 J/cm2, por 15 segundos) na face de ratos 7 dias após a injeção 

intramuscular do CFA, foi capaz de reverter o quadro nociceptivo por 24 h. Ainda, aplicações 

consecutivas diárias mantiveram a reversão da nocicepção observada por até 14 dias de 

avaliação, sugerindo que aplicações consecutivas sejam necessárias para a manutenção do 

quadro de analgesia. Estudos da eficácia da laserterapia nas disfunções temporomandibulares 

demonstram que o tratamento com LBI é capaz de reduzir a dor em pacientes portadores da 

síndrome da dor miofascial e em pacientes portadores de DTM musculares agudas e crônicas, 

inclusive proporcionando melhoria das condições miofuncionais orofaciais, ampliando-se a 

máxima abertura mandibular (AHRARI et al., 2014; MAIA et al.; 2014; RODRIGUES et al., 

2015; SALMOS-BRITO et al., 2013; SHIRANI et al., 2009). De maneira similar ao observado 

neste trabalho, aplicações repetidas são necessárias para melhor reversão do quadro doloroso. 

Ainda, experimentalmente foi demonstrado efeito antinociceptivo e anti-inflamatório do LBI 

em ratos submetidos a um modelo de DTM induzida por injeção de carragenina ou formalina 
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na articulação temporomandibular, confirmando os dados aqui apresentados sobre o efeito 

benéfico desta terapia como adjuvante do tratamento de DTM (BARRETO et al., 2013; 

DESIDERÁ et al., 2015).  

A avaliação do perfil inflamatório do músculo masseter dos animais neste estudo, 

demonstrou que o tratamento com LBI foi eficaz na redução do infiltrado inflamatório e 

reparação tecidual, podendo ser corroborado pela evidente distinção entre as citoarquiteturas 

dos músculos masseteres dos grupos experimentais. O grupo “CFA+LBI” apresentou, 

decorridos 14 dias e 21 dias da aplicação do CFA, ausência de infiltrado inflamatório e presença 

de algumas fibras musculares com núcleos localizados centralmente, denotando que são células 

musculares imaturas, recém-formadas. No entanto, tanto no grupo “CFA” como “CFA+LBI 

desligado”, houve a presença de intenso infiltrado inflamatório e áreas com presença de 

mionecrose. Esses dados estão de acordo com dados da literatura que sustentam o papel 

regenerativo do tratamento com LBI em diferentes modelos experimentais, demonstrando que 

o LBI é capaz de induzir significante diminuição da intensidade do processo inflamatório, 

redução de edema, aceleração da reparação tecidual e redução da mionecrose. A irradiação com 

LBI promove a regeneração do músculo esquelético em modelos animais e humanos, assim 

como uma redução da fase inflamatória e aceleração das fases proliferativas e de maturação do 

músculo esquelético (BARBOSA et al., 2008, 2009; CORREA et al., 2007; CRESSONI et al., 

2008; PAIVA-OLIVEIRA et al., 2012; REIS et al., 2008; SERVETTO et al., 2017). Os efeitos 

biológicos da irradiação no reparo tecidual dependem de parâmetros, tais como, comprimento 

de onda, a quantidade de energia aplicada no tecido, o número e duração das sessões de 

aplicação. Os parâmetros utilizados neste estudo foram baseados em resultados anteriores de 

nosso grupo que demonstravam a eficácia do LBI na redução da hipersensibilidade dolorosa 

(NADUR-ANDRADE et al., 2014). Notadamente, o presente estudo evidenciou similitudes 

com os relatos de que utilizaram modelos experimentais de dor orofacial inflamatória de origem 

miogênica. Em ambos estudos, a aplicação de CFA induziu aumento da hiperalgesia mecânica 

na região facial, aumento da ativação microglial e da expressão da fractalquina.  Tal fato 

corrobora com os resultados obtidos na histologia do músculo masseter dos animais onde foi 

nítida a diminuição de células inflamatórias frente ao tratamento com LBI. 

Dados recentes da literatura demonstram efeito do LBI sobre a atividade gelatinolítica 

no gânglio trigeminal de ratos submetidos a um modelo de DTM induzida por CFA (BARRETO 

et al., 2013; DESIDERÁ et al., 2015), reforçando a ideia de que o LBI possui um efeito central 

no que se refere à modulação da resposta nociceptiva e inflamatória. Uma vez confirmados os 

efeitos antinociceptivo e anti-inflamatório do LBI no modelo aqui escolhido, decidiu-se 
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investigar parte dos mecanismos envolvidos. Para tanto, foi avaliado o efeito do LBI sobre a 

ativação da microglia e a expressão da fractalquina no gânglio trigeminal dos ratos submetidos 

ao modelo de dor persistente induzido por CFA. Os resultados obtidos sugerem que a injeção 

de CFA foi capaz de promover a ativação microglial, embora de maneira não significante. Esses 

dados corroboram com dados da literatura que demonstram ativação microglial no subnúcleo 

caudal de ratos submetidos a modelos de dor orofacial de origem não miogênica (DEGUCHI 

et al., 2016; LEE et al., 2010; VILLA et al., 2010) e em modelo experimental de dor orofacial 

induzida por CFA neste mesmo núcleo (KIYOMOTO et al., 2015). A ausência de diferença 

significativa observada nos dados aqui apresentados poderia ser resultante da metodologia 

escolhida. Uma alternativa seria a avaliação da expressão de Iba1 por western blotting para 

sinalizar o grau de síntese proteica para o receptor de interesse. Esses experimentos fazem parte 

de objetivos futuros e estão em andamento neste momento.  

Embora a literatura ainda seja bastante restrita no que se refere aos mecanismos 

celulares envolvidos no efeito terapêutico do LBI, já foi demonstrado inibição da ativação 

microglial frente ao tratamento com LBI em áreas distintas do SNC, reforçando a ideia de que 

o tratamento com LBI possa ser efetivo em limitar a inflamação (KUMAN et al., 2012; SONG; 

ZHOU; CHEN, 2012; SONG et al., 2017). Nossos resultados apresentam-se em consonância 

com a literatura uma vez que foi observada inibição da resposta inflamatória no masseter dos 

animais assim como da ativação microglial no gânglio trigeminal. 

No que se refere à expressão de fractalquina, os resultados obtidos demonstram um 

aumento significativo da expressão desta citocina em todo o período avaliado. Estes resultados 

estão em consonância aos dados da literatura que apontaram o efeito pronociceptivo da 

fractalquina (CAIRNS et al., 2016; CLARK; STANILAND; MALCANGIO, 2011; 

JOHNSTON et al., 2004; KIYOMOTO et al., 2013; MILLIGAN et al., 2005, 2004; SOUZA et 

al., 2013). Ainda, os resultados aqui obtidos demonstram que o tratamento com LBI foi capaz 

de diminuir a expressão de fractalquina no gânglio trigeminal. Esses dados corroboram com 

dados da literatura que demonstram uma diminuição da expressão de fractalquina em modelo 

experimental de dor neuropática reforçando o papel do LBI na inibição central da resposta 

inflamatória (OLIVEIRA et al., 2017). Contrapondo-se a análise de marcação da microglia e 

da expressão da fractalquina em neurônios, podemos registar íntima correlação temporal.  

Associando-se estes dados, podemos sugerir que a sinalização pela fractalquina apresenta 

concomitância com a ativação microglial, indicando que os efeitos facilitatórios no mecanismo 

nociceptivo podem envolver a ativação dos receptores CX3CR1, localizados na microglia, pela 
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fractalquina. Estes achados apresentam similaridade com os registrados por Clark, Staniland e 

Malcangio (2011), Johnston et al. (2004), Milligan et al. (2005, 2004) e Souza et al. (2013). 

As DTM, a maior etiologia de dor não-dental na região orofacial, compreendem sinais 

e sintomas relacionados aos músculos da mastigação, a articulação temporomandibular e 

estruturas associadas. Terapêuticas existentes objetivam reduzir a dor e recuperar a função do 

sistema mastigatório em pacientes com DTM, no entanto, além de dependerem da adesão do 

paciente ao tratamento proposto, também podem provocar efeitos indesejáveis, quando há a 

necessidade de terapia farmacológica principalmente. Assim, o LBI vem obtendo espaço no 

arsenal terapêutico do profissional de saúde para alívio da dor em pacientes com dor aguda e 

crônica. Analisando-se os resultados obtidos em nossos estudos, pode-se verificar que há ampla 

correspondência com outros ensaios clínicos e experimentais no tocante aos efeitos analgésicos 

e anti-inflamatórios. A terapia com LBI é um tratamento não-invasivo, rápido e seguro, não-

farmacológico que pode ser benéfico para pacientes com DTM muscular. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Os dados obtidos no presente estudo demonstram que o tratamento com LBI reverte a 

hipersensibilidade mecânica induzida pela aplicação intramuscular do CFA no masseter de 

ratos. Este efeito ocorre por uma inibição da resposta inflamatória em nível periférico e uma 

inibição de fractalquina em nível central 
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