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RESUMO 

 

A família de corantes Brilliant Blue dispõe de diversos representante entre eles, cabe 

destacar o BBG (Brilliant Blue G). O composto é o antagonista mais seletivo e potente para o 

receptor P2X7, possui baixa toxicidade e a alta seletividade para bloquear os efeitos adversos da 

ativação do receptor P2X7.O objetivo do presente trabalho foi estudar papel dos receptores P2X7 

nos mecanismos de dor nociceptiva na ATM de ratos. O protocolo experimental foi aprovado pela 

CEUA-UFC Campus Sobral (14/2020). 80 animais (n=5) foram pré-tratados (i.p) com salina 

(0,9%) ou Brilliant Blue G (50 mg/kg), antagonista seletivo dos receptores P2X7, ou indometacina 

(5mg/kg), anti-inflamatório não-esteroidal. Após 1h, foi aplicada injeção intra-articular (i.a.) de 

salina (50 % uL, 0,9%) ou formalina (50 uL, 1,5 %) na ATM esquerda, após breve (30s) anestesia 

com isoflurano (3%). O comportamento nociceptivo foi avaliado por 45 min. Imediatamente após 

as análises comportamentais, os ratos foram anestesiados com ketamina:xilazina (90:10 mg/kg, 

i.p.). Após a eutanásia, o gânglio trigeminal (GT) e subnúcleo caudal (SC) foram removidos para 

a análise da expressão dos níveis de mRNA dos receptores P2X7 e das citocinas TNF-, IL-1 e 

IL-6 por q-RT-PCR. Os dados foram expressos como média±EPM. Dados paramétricos foram 

analisados por Análise de Variância (ANOVA) seguida pelo pós-teste Tukeys multiple 

comparisons. O tratamento com BBG reduziu dor nociceptiva (p0,0001), e a expressão do genes 

do receptor P2X7 (P0,002) e das citocinas TNF- e IL-1 (P0,0001), quando comparado ao grupo 

formalina, tanto no GT quanto no SC. O BBG apresentou potencial efeito antinociceptivo no 

bloqueio de receptores P2X7 através da redução da expressão gênica de citocinas tanto em SN 

periférico quanto central, contudo o estudo crônico de hipernocicepção na ATM se fazem 

necessários. 

 

Palavras chave: Articulação temporomandibular; Inflamação; Dor; receptores P2X7. 
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ABSCTRACT      

 

 

Nociceptive pain in the temporomandibular joint (TMJ) is present in many clinical conditions. 

P2X7 receptors are involved in TMJ nociception, however the mechanism that involves these 

receptors in the pathophysiology of inflammatory TMJ pain is still unclear. The objective of the 

present work was to study the role of P2X7 receptors in the mechanisms of nociceptive pain in the 

TMJ of rats. The experimental protocol was approved by CEUA-UFC Campus Sobral (14/2020). 

40 animals (n=5) were pre-treated (i.p) with saline (0,9%) or Brilliant Blue G (50 mg/kg), selective 

P2X7 receptor antagonist, or indomethacin (5mg/kg), non-steroidal anti-inflammatory drug. -

steroidal. After 1h, an intra-articular (I.A) injection of saline (50 uL, 0,9%) or formalin (50 

uL,1,5%) was applied in the left TMJ, after a brief (30s) anesthesia with isoflurane (3%). 

Nociceptive behavior was assessed for 45 min. Immediately after the behavioral analyses, the rats 

were anesthetized with ketamine:xylazine (90:10 mg/kg, i.p). After euthanasia, the trigeminal 

ganglion (GT) and caudal subnucleus (SC) were removed for analysis of the expression of mRNA 

levels of P2X7 receptors and cytokines TNF-, IL-1 and IL-6 by q-RT-PCR. Data were expressed 

as mean±SEM. Parametric data were analyzed by Analysis of Variance (ANOVA) followed by 

the Tukey post-test’s multiple comparisons. BBG treatment reduced nociceptive pain (P<0,0001), 

and expression of the P2X7 receptor gene (P<0,002) and TNF- cytokines and IL-1 (P<0,0001), 

when compared to the formalin group, both in GT and SC. BBG had a potential antinociceptive 

effect in blocking P2X7 receptors by reducing gene expression of cytokines in both peripheral and 

central SN, however, the chronic study of TMJ hypernociception is necessary. 

 

Keywords: Temporomandibular joint; Inflammation; Pain; P2X7 receivers. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A articulação temporomandibular (ATM) atua bilateral e simultaneamente para 

realizar os movimentos mandibulares, importantes à fala, deglutição, respiração e 

expressão facial, essenciais à vida humana. Quando acometida, desencadeia-se o quadro 

de disfunção temporomandibular (DTM), que engloba um grupo de condições 

musculoesqueléticas e neuromusculares envolvendo a ATM, os músculos mastigatórios e 

todos os tecidos associados (GREENE et al., 2010). A etiologia da DTM é multifatorial, 

e se sabe que está relacionada à presença de fatores de risco como traumas, hábitos 

parafuncionais, predisposição genética, alterações sistêmicas, distúrbios do sono e 

alterações psicossociais. Os sinais e sintomas mais comuns são ruídos articulares 

(estalidos e crepitações), desvios mandibulares durante a abertura e fechamento bucal, 

limitação ou dificuldade de movimentos mandibulares, dor na ATM, cefaleias e 

sensibilidade à palpação nos músculos da mastigação e/ ou cervicais, apresentando uma 

maior prevalência em mulheres (FERREIRA et al., 2016). 

A sensibilização dos nociceptores na região orofacial, transmite o estímulo através 

das ramificações do nervo trigêmeo, cujo corpo celular se situa no gânglio trigeminal, para 

as estruturas superiores do sistema nervoso central (SNC), onde componentes do tronco 

cerebral participam da modulação e transmissão da informação nociceptiva. Dentre essas 

estruturas, o subnúcleo caudal do trato espinhal do trigêmio é o principal local de 

transmissão da informação nociceptiva da região orofacial, onde ocorre modulação e 

sensibilização dos neurônios de segunda ordem que podem ascender e estimular o tálamo 

e córtex cerebral, sendo interpretado como dor (SESSLE, 2005). 

Os mecanismos da dor relacionados às DTMs envolvem vias nociceptivas orofaciais 

que compreendem mecanismos complexos de neurotransmissão, levando à liberação de 

mediadores inflamatórios como citocinas: interleucina - 6 (IL-6), fator de necrose tumoral 

- α (TNF-α), interleucina - 1β (IL-1β), interleucina - 8 (IL-8) (KELLIESARIAN et al., 

2016), serotonina, histamina, bradicinina, substância P, óxido nítrico (NO), eicosanoides 

e adenosina trifosfato (ATP) importantes nas condições álgicas por vias periféricas e 

centrais (SESSLE et al., 2005). Mediadores químicos que compõem a inflamação podem 

ser estimulados por células do sistema nervoso (SN), funcionando como estímulo da 

resposta inflamatória, o que indica que a inflamação não ocorre somente através de 

mecanismos periféricos, mas também centrais (HE et al., 2017). 

Sobre condições de lesão celular, o ATP liberado das células danificadas pode exercer 
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efeitos deletérios direto aos neurônios, ou pode agir como modulador de processos 

inflamatórios mediados pelas células microgliais, envolvidas no estabelecimento de várias 

condições patológicas. O ATP extracelular age através de receptores P2, que compreende 

sete subunidades de receptores P2X ionotrópicos (Canais de íons dependentes de ligantes 

(P2X1–7)), formados por receptores monoméricos e heteroméricos, e oito de receptores P2Y 

metabotrópicos (Esses receptores não são canais iônicos (P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12, 13, 14)) 

(LAZAROWSKI; BOUCHER; HARDEN, 2003). 

Os receptores P2X7 encontram-se amplamente distribuídos em quase todos os tipos 

celulares como micróglia, astrócitos e neurônios desempenhando as mais diferentes 

funções e apresentando um importante papel no desenvolvimento dos processos 

inflamatórios por modularem a produção de citocinas, mediadores pró-inflamatórios e 

espécies reativas de oxigênio, como ânion superóxido e peróxido de hidrogênio 

(TOULME et al., 2010). Além disso, uma prolongada ativação dos receptores P2X7 resulta 

na formação de um poro na membrana plasmática, que permite a passagem de moléculas 

maiores que 900 Da, levando à morte celular (PUCHAŁOWICZ et al., 2014). 

Em astrócitos, os receptores P2X7 agem induzindo a liberação de 

gliotransmissores, como o glutamato, enquanto na micróglia estimulam o processamento 

e liberação de citocinas como a IL-1β, que está envolvida na neuroinflamação. Esses 

receptores demonstraram ainda estimular a transcrição do fator nuclear kappa B (NF-κB), 

TNF-α e proteínas quinases ativadas por estresse. Além disso, o ATP é um importante 

mediador na co-transmissão da informação sensória do sistema nervoso periférico para o 

central, e já foi descrito que os receptores P2X7 desempenham uma importante função em 

oturos tipos de dores (SKAPER; DEBETTO; GIUSTI, 2010). 

Para um melhor entendimento da importância deste trabalho, a seguir serão 

abordados aspectos relacionados à articulação temporomandibular, disfunção 

temporomandibular, dor e inflamação, fisiologia da dor orofacial, receptores P2X7, 

receptores P2X7 na inflamação, receptor P2X7 e dor orofacial, Brilliant Blue G (BBG): 

antagonista dos receptores P2X7.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 Articulação Temporomandibular (ATM)  

 

Dentre os ossos craniofaciais, a mandíbula é o único que forma uma articulação móvel 

com o crânio, a ATM, responsável pelas funções de mastigação, fala e comunicação (SANTOS; 

BORGES, 2018). 

 

                    Figura 01: Articulação Temporomandibular (ATM) 

 
                    Fonte: Imagens Google 

 

A ATM é uma articulação bilateral, composta pela articulação entre a mandíbula e o 

osso temporal. A estrutura óssea é composta por superfícies articulares, côndilo mandibular e 

cavidade glenoide do temporal, com interposição de um disco fibrocartilaginoso, o disco 

articular (STANDRING, 2008), além de tecidos moles como disco articular, cartilagem 

articular, membrana sinovial, tecidos retrodiscais, estruturas vasculares e nervosas. A ATM é 

dividida em duas cavidades diferentes: cavidade superior formada pela fossa mandibular e 

superfície superior do disco articular, e cavidade inferior entre superfície inferior do disco 

articular e cabeça da mandíbula (SILVA, 2016).  

Dentre as muitas articulações presentes no corpo humano, a ATM é uma das mais 

complexas. De acordo com Sartoretto et al. (2012), a ATM, ao longo dos anos, vai 

experimentando alterações em sua estrutura, o que se conhece como processo de remodelação 

óssea, ocasionado pelos esforços realizados por esta articulação.  
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Os principais músculos responsáveis pela execução dos movimentos mandibulares são: 

o masseter, o temporal, o pterigoideo medial e o pterigoideo lateral (TORTORA; NIELSEN 

2013). Os movimentos mandibulares têm como função primordial desempenhar pressão por 

sobre os dentes, a fim de que estes possam triturar os alimentos facilitando assim o processo de 

digestão, além dos importantes processos da fala e expressão facial. Para tanto ocorrem 

movimentos verticais e laterais mandibulares de forma a efetuar uma trituração eficiente 

(STANDRING, 2008; OKESON, 2008).   

Para que esses movimentos mandibulares aconteçam, existem dois sistemas articulares 

responsáveis pelos movimentos executados pela ATM, o complexo côndilo-disco, que é 

responsável pelos movimentos rotacionais da articulação por meio dos ligamentos retrodiscais 

superiores e fibras do músculo pterigoide lateral superior, e o complexo côndilo-disco que atua 

articulando com a fossa. Manter a constante atividade dos músculos elevadores da mandíbula e 

os sistemas em contato é um mecanismo fisiológico desenvolvido pelo organismo para manter 

a estabilidade necessária a mandíbula. Para isso, os músculos ficam em constante estado de 

contração leve, o qual denominamos tônus muscular. O tônus, por sua vez, mantém a 

comunicação constante do côndilo-disco, e deste complexo com a cavidade glenoide, 

garantindo que a articulação se mantenha estável, junto ao côndilo em uma posição central em 

relação ao disco (OKESON, 2008). 

 

2.2 Disfunção Temporomandibular (DTM) 

 

A Disfunção Temporomandibular (DTM) é definida como um grupo de alterações 

relacionadas aos músculos mastigatórios e estruturas associadas (FERREIRA, et al., 2014; XU, 

et al., 2018; ALVES et al., 2021). Estudos apontam que dentre as causas de DTM encontram-

se bruxismo, hábitos parafuncionais como onicofagia, sucção digital questões emocionais, 

alterações do sono, condições genéticas e traumas (DE MIRANDA COSTA, et.al., 2010; 

BARRETO et.al., 2010). 

A dor associada às DTMs é a maior causa de procura por tratamento (FIQUEIREDO et 

al., 2009; FELICIO et al., 2009; ALVES et al., 2021). Os sinais e sintomas de pacientes com 

DTM inclui dor na musculatura da face, na ATM e na e região cervical, limitação e/ou 

incoordenação de movimentos mandibulares, ruídos articulares, e dificuldade na mastigação 

(FIQUEIREDO et al., 2009; FERREIRA, et al., 2014). Esses sinais e sintomas interferem 

diretamente na sua qualidade de vida, causando perdas de dias de trabalho e produtividade 

comprometida (MATIAS, et al., 2014).  (FELICIO et al., 2009; FERREIRA, 2016). 
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O diagnóstico da DTM inclui instrumentos clínicos norteadores como questionários, 

índices anamnésicos e critérios de diagnóstico (DWORKIN & LERESCHE, 1992). Sobretudo 

a avaliação funcional ainda é a principal etapa no processo diagnóstico, por ser ela determinante 

na definição do tratamento individualizado (FERREIRA, 2019). A avaliação clínica com o 

objetivo de determinar como se encontram as funções orofaciais no momento que o indivíduo 

busca atendimento especializado é primordial (FELÍCIO & FERREIRA, 2008; FELICIO, 

2012).  

Atualmente há diversos tratamentos disponíveis para DTMs, entretanto, a avaliação 

clinica para conclusão diagnostica por um profissional habilitado é primordial, para que o 

tratamento adequado seja aplicado. Baseado na literatura que refere ser as causas das DTMs 

multifatoriais, é recomendado que o primeiro plano de tratamento a ser escolhido deve ser 

conservador, reversível e não invasivo (GREENE, et al., 2010; BONTEMPO & ZAVANELLI, 

2011; REID & GREENE, 2013).  O plano de tratamento conservador, inclui orientações de 

autocuidado, intervenções psicológicas, terapia farmacológica, fisioterapia, acupuntura, 

laserterapia de baixa intensidade, placas de oclusão, exercićios musculares e terapias manuais 

(REID & GREENE, 2013). Já as terapias consideradas invasivas englobam manipulação 

mandibular assistida com aumento da pressão hidrostática ou artrocentese; enquanto que 

técnicas como artroscopia, artroplastia ou discoplastias e artrotomia são classificados como 

procedimentos invasivos (AL-BAGHDADI et al., 2014). Nessa perspectiva, é eminente a 

necessidade de pesquisas que busquem novos tratamentos que compreendam a fisiopatologia 

das DTMs se fazem essenciais (KUROIWA, 2011).  

 

2.3. Dor e Inflamação  
 

Ao longo da história da humanidade e, com o consequente processo evolutivo do ser 

humano, ocorreu o desenvolvimento de diversos processos fisiológicos a fim de garantir a 

sobrevivência da espécie humana. Entre esses processos, cabe destacar a dor como sinal de 

alerta para que o indivíduo reconheça quando a harmonia existente no organismo entre os 

muitos sistemas e tecidos está em desequilíbrio (MATTAR et al., 2014). A International 

Association for the Study of Pain (IASP) formulou a primeira definição para dor, que foi 

reformulada em 2020 e definida como “uma experiência sensorial e emocional desagradável 

associada a dano real ou potencial ao tecido, ou descrita em termos de tal dano” (IASP, 2020). 

A dor também apresenta uma classificação que se fundamenta em três grupos baseados em 

mecanismos: dor nociceptiva, nociplástica e neuropática.  
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A dor nociceptiva ocorre quando estímulos nocivos advindos de agentes físicos como 

calor, frio, força mecânica intensa, agentes químicos ou agentes biológicos estimulam 

diretamente os neurônios sensoriais nociceptivos havendo liberação de mediadores 

inflamatórios aumentando a atividade dos nociceptores periféricos, podendo levar a respostas 

inflamatórias locais (ANANTHAN & BENOLIEL, 2020).  

Já dor nociplástica é descrita como a dor resultante de uma nocicepção em desequilíbrio, 

mesmo sem que haja nenhum indício de lesão tecidual real ou ameaça desta, o que levaria à 

ativação de nociceptores periféricos, nem tampouco qualquer sinal evidente de doença ou lesão 

do sistema somatossensorial que fosse capaz de desencadear o processo de dor (KOSEK et al., 

2016). A expressão “dor nociplástica” foi inserida pela IASP em 2017 como uma terceira 

definição de dor mecanicista, além da dor nociceptiva e neuropática. Apesar de a sensibilização 

central ser possivelmente um mecanismo predominante em episódios de dor nociplásica, cabe 

salientar que a expressão dor nociplástica não é sinônimo do termo neurofisiológico 

“sensibilização central” (KOSEK et al., 2016). 

A dor neuropática é causada por doença ou lesão nos nervos, e, na região orofacial, 

relacionada a nervos que inervam a região, como nervo trigêmeo, ou 5º par de nervos cranianos 

(NCV), principal nervo sensitivo que inerva a região orofacial. A dor neuropática pode causar 

aumento da sensibilização periférica, alteração na estrutura e aumento da ativação de canais 

iônicos como o canal de sódio e de cálcio dos nervos afetados levando a descargas ectópicas e 

dor espontânea, além de alodinia e hiperralgesia. Ademais, há ativação das células da glia tanto 

no sistema nervoso periférico como no central (FEHÉR et al., 2019; JAASKELAINEN, 2019).  

A inflamação, por sua vez, é descrita como uma resposta do sistema imunológico que, 

ao perceber estímulos nocivos, como patógenos, células danificadas, compostos tóxicos ou 

físicos como irradiação (MEDZHITOV, 2010), irá atuar finalizando no processo de cicatrização 

(FERRERO et al., 2007). Neste sentido, a inflamação é um mecanismo de defesa essencial à 

saúde, porém danosa se seguir um curso crônico (NATHAN & DING, 2010). No processo de 

inflamação aguda, ocorre vasodilatação, aumento do fluxo sanguíneo, aumento de 

permeabilidade capilar e de migração de neutrófilos para o tecido inflamado através da parede 

capilar (diapedese). Quando se verificam os sinais de inflamação crônica, distinguem-se dentre 

eles a infiltração das células inflamatórias primárias, presença de macrófagos, linfócitos e 

células plasmáticas no local do tecido, acarretando no aumento de citocinas inflamatórias, 

fatores de crescimento e enzimas, levando ao avanço do dano tecidual instalado com 

consequente reparo secundário, resultando em fibrose e formação de granuloma, etc (YOUSUF, 

et al., 2019; MILENKOVIC, et al., 2019; CUTOLO, 2019; NEEDHAM, 2019). 
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Como resposta ao processo inflamatório (agudo/crônico), células imunes como 

macrófagos e células dendríticas liberam citocinas como IL-1 e TNF-α. Essas citocinas 

induzem as células endoteliais do local da lesão a liberar selectinas e integrinas que estimulam 

a quimiotaxia e a diapedese dos leucócitos circulantes. Neste processo também é possível 

verificar o recrutamento de leucócitos, macrófagos do tecido e células dendríticas que têm papel 

na eliminação do antígeno por meio da fagocitose, liberação de citocinas, tendo ainda a função 

de servir como células que irão apresentar os antígenos para os linfócitos (PAHWA, et al., 

2018).  

Embora haja diferença funcional na sequência de liberação de citocinas em ratos e 

camundongos, um grupo de citocinas é comum a ambas as espécies tendo esses papéis na lesão 

e na indução de hipernocicepção. Essas citocinas atuam de forma distinta em seu mecanismo 

de ação, mas o efeito final é indireto e mediado pela liberação de prostanóides e aminas 

simpatomiméticas (CUNHA et al., 2005).  

 

2.4 Fisiologia da Dor Orofacial 

 

A fisiologia das vias da dor orofacial envolve neurônios aferentes primários, gânglio 

trigeminal, estruturas do tronco cerebral e funções cerebrais superiores que atuam na regulação 

da nocicepção orofacial (ROTPENPIAN & YAKKAPHAN, 2021).  Os principais nociceptores 

envolvidos na dor orofacial são basicamente acoplados às fibras Aδ mielinizadas e fibras C não 

mielinizadas, e seus corpos celulares estão localizados no gânglio do nervo trigêmeo (GT) 

(SESSLE, 2011). Esses nociceptores são ativados por meio de estímulos nocivos, em que as 

fibras nociceptivas conduzirão os impulsos nervosos originados de suas terminações 

nociceptivas para os córtices somatossensorial e límbico, por meio do núcleo espinhal do 

trigêmeo e do tálamo (HUFF & DALY, 2020).  

Durante o processo fisiopatológico da dor orofacial, os nociceptores periféricos recebem 

estímulos nocivos que farão a transdução do estímulo em potencial de ação, quando os 

neurônios de primeira ordem no nervo trigêmeo vão atuar na transmissão desse sinal elétrico 

da periferia ao tronco encefálico, passando pelo gânglio trigeminal (HUFF & DALY, 2020). O 

gânglio trigeminal assemelha-se aos gânglios da raiz dorsal da medula espinhal 

(ARMSTRONG & HERR, 2020), corresponde ao local onde se situam os corpos celulares dos 

neurônios aferentes primários e está envolvido diretamente no processo fisiológico e 

fisiopatológico da dor (HUFF & DALY, 2020).  

about:blank#B127
about:blank#ref-22


 
 

 

 

19 

 

Logo após os neurônios de primeira ordem enviarem o sinal nociceptivo ao sistema 

nervoso central, este será recebido por neurônios de segunda ordem situados no tronco 

encefálico. Compondo o complexo trigeminal no tronco encefálico, há três grupos de núcleos: 

núcleo sensitivo principal, núcleo motor e núcleo do trato espinal do trigêmio (JOHN, 1990; 

WILKINSON, 2014).  

As fibras trigeminais primárias do gânglio trigeminal projetam-se para os núcleos 

trigeminal localizados dentro do tronco encefálico. O núcleo do trato espinal do nervo trigêmeo 

continua caudalmente com a substância gelatinosa da coluna dorsal da medula espinhal e é 

dividido em três subnúcleos: o oral, o interpolar e o caudal. O subnúcleo caudal está 

convencionalmente associado ao calor e a estímulos nocivos, transportados principalmente pelo 

5º nervo craniano (SESSLE, 2000).  

Depois de passar pelos neurônios de segunda ordem, os impulsos elétricos nociceptivos 

serão repassados para os neurônios de terceira ordem no tálamo através do trato 

trigeminotalâmico ventral (VAN DER BILT et al., 2006; WILKINSON, 2014; BADEL et al., 

2019). A partir do tálamo, o impulso elétrico nociceptivo é direcionado ao córtex 

somatossensorial, onde é interpretado como dor. Em resposta ao estímulo doloroso, neurônios 

do tronco encefálico também são capazes de modular a via da dor ao enviar sinais 

somatossensoriais através da substância cinzenta periaquedutal, locus coeruleus e medula 

ventromedial rostral (ARENDT-NIELSEN et al., 2018), ativando assim a via descendente 

modulatória da dor desde o córtex somatossensorial até o subnúcleo caudal trigeminal 

(SESSLE, 1987). 
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A via descendente, ao ser ativada, envia sinais para o subnúcleo caudal trigeminal que, 

em resposta, libera serotonina, norepinefrina, produz encefalina ou peptídeos opióides ou 

endocanabinoides. Essas substâncias liberadas levam à redução da dor (ESPINOSA-

SANCHEZ et al., 2020).  

O processo de dor na ATM pode estar relacionado a pequenas mudanças anatômicas no 

subnúcleo caudal trigeminal, bem como alteração em suas projeções aferentes e eferentes, e 

alterações em áreas associadas à modulação descendente da dor. Essas alterações neurais 

podem estar subjacentes à função neuronal anormal que se acredita iniciar ou manter a dor 

crônica (WILCOX et al., 2015).  

 

2.5 Fisiopatologia da Dor Orofacial  

 

A fisiopatologia da dor orofacial está diretamente relacionada ao nervo trigêmeo e à via 

trigeminal que, juntas, levam à alteração da percepção de dor na região do córtex 

somatossensorial (ROTPENPIAN & YAKKAPHAN, 2021). 

A inflamação que se estabelece ocorre com a participação de células neuronais e não 

neuronais, como células endoteliais, fibroblastos, células dendríticas, mastócitos, macrófagos e 

células da glia que, ao serem ativadas, liberam muitos mediadores como citocinas, quimiocinas, 

fator de crescimento do nervo, bradicinina, prostaglandinas e ATP (MACHELSKA, 2006;  

RITTNER, et al., 2005). Também a ativação de vários canais iônicos e proteínas quinases, 

 Figura 2: 
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como potencial receptor transiente vaniloide 1 (TRPV1), proteína quinase A e proteínas 

quinases ativadas por mitogênio (MAPKs) são  responsáveis pelo surgimento e estabelecimento 

da dor e hiperalgesia (ALEY & LEVINE, 1999; OBATA & NOGUCHI, 2004; SCRIVANI & 

SPIERINGS, 2016).  

As células da glia são estruturas essenciais no processamento e sinalização da dor e são 

responsáveis pela instalação do processo nociceptivo por meio da liberação de vários 

mediadores inflamatórios que irão sensibilizar os nociceptores. Estudos demonstram que, na 

medula espinal, as células da glia, também chamadas de neuroglia ou gliócitos, estão envolvidas 

na dor induzida por inflamação periférica e dor neuropática (WATKINS et al., 2003; 

LEDEBOER et al., 2005). As células gliais concentram diversas substâncias, muitas das quais 

também estão presentes em neurônios que modulam a resposta nociceptiva, dentre elas as 

prostaglandinas, o glutamato, o ácido araquidônico, o NO e as citocinas (HARTUNG et al., 

1988; MARRIOTT et al., 1991; AGULLO et al., 1995). 

Em 1991, Garrison e colaboradores destacaram o papel das células da glia em processos 

nociceptivos na medula espinal quando evidenciou o aumento da densidade destas células, mais 

especificamente de astrócitos, após a indução de ligaduras no nervo isquiático. Estudos 

posteriores concluíram que os astrócitos e as células da micróglia não só participavam dos 

processos inflamatórios, como desempenhavam papel fundamental na manutenção de 

processos nociceptivos (MILLIGAN et al., 2003; WATKINS et al., 2003; CHACUR et al., 

2004).  

Outro componente importante, que participa dos processos inflamatórios e crônicos de 

dor, são os receptores do tipo P2X7, responsáveis pela comunicação neurônio-glia. (LEMES, 

2017). Este receptor tem papel importante na dor e hiperalgesia sendo encontrado em células 

do sistema imune e em células da glia (SPERLAGH et al., 2014).  Estudos apontam que a 

ativação destes receptores nas células satélites gliais, é fundamental para que haja a transmissão 

do estímulo doloroso (LEMES, 2017).  

 

2.6 Receptores P2X7 

 

A molécula de ATP, além de ser uma fonte de energia dos seres vivos, também executa 

a função de molécula sinalizadora, quando localizada nos espaços extracelulares, 

desempenhando neste importante papel no controle e fisiologia celular, conectividade e 

dinâmica ao atuar no processo de ativação de receptores purinérgicos (KAHKH et al., 2009; 

BINSHTOCK, 2007). 

about:blank#B1
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A palavra receptor purinérgico foi originalmente utilizada para definir um grupo de 

receptores de membrana que atuavam sobre o relaxamento dos músculos lisos do trato 

gastrointestinal em resposta à liberação de ATP ou adenosina (SUGIYAMA, 2018).  

Os receptores purinérgicos podem ser de dois tipos: ionotrópicos (P2X) e 

metabotrópicos (P2Y), tendo sua classificação baseada no seu mecanismo de ação e 

farmacologia (LUSTIG et al., 1993; RALEVIC & BURNSTOCK, 1998). Estes receptores 

encontram-se presentes abundantemente no tecido de mamíferos e em todos os tipos de células, 

incluindo neuronais (ROBERTS et al., 2006). Os receptores P2X após terem a ligação do ATP, 

formam um poro que é permeável a Na+, K+ e Ca2+ e, por esta razão, são considerados canais 

operados por ligantes catiônicos clássicos, além de serem considerados trímeros composto por 

subunidades individuais codificados por sete genes diferentes, P2X1 a P2X7 (ROBERTS et al., 

2006; NORTH et al., 2002).  

A família de receptores P2X são ainda considerados receptores homoméricos que 

incluem P2X1, P2X5 e P2X7, e subunidades heteroméricas como receptores como P2X1/2, P2X1/4, 

P2X1/5, P2X2/3, P2X2/6 e P2X4/6. Dentre esses receptores, o receptor P2X7 é o formador de canais 

homoméricos, sendo expresso sozinho na membrana plasmática (DI VIRGILIO et al., 2018), 

por essa razão é o mais bem estudado, estando sua atividade relacionada a processos 

imunológicos e doenças inflamatórias, como artrite, gota, infecção por clamídia e diabetes, 

isquemia cerebral, inflamação e câncer (DI VIRGILIO & GIULIANI, 2016).  

O receptor P2X7, dentre os sete subtipos de canais iônicos P2X, é o que requer altas 

concentrações de ATP, não sendo, portanto, ativado em sua fisiologia normal 

(BHATTACHARYA; BIBER, 2016), com exceção de processos que envolvam estresse como 

estresse oxidativo, dor, inflamação, dano tecidual (BHATTACHARYA, 2018; IWATA et al., 

2016), visto que as concentrações extracelulares de ATP são bastante baixas em condições 

nomais de funcionamento (RODRIGUES et al., 2015).  

Foi identificada a presença do receptor P2X7 no SNC por meio de sua expressão em 

microglia, oligodendrócitos e astrócitos (BUTT et al., 2014; HAMILTON et al., 2008; 

VISENTIN et al., 1999; MATUTE, 2008). Estes receptores estão localizados especificamente 

e em maior concentração na micróglia, e atuam secretando produtos celulares inflamatórios 

para iniciar e manter a dor crônica de várias origens (REN & ILLES. 2022). O mecanismo que 

leva à ativação deste receptor se dá por meio de sua apresentação ao agonista ATP. A partir 

dessa ligação, os canais de cátions se abrem, ocasionando a despolarização e um influxo de 

Ca2+. Após um estímulo prolongado do receptor P2X7, há a formação de um poro na membrana 

da célula que a torna permeável a solutos hidrofílicos com peso molecular de até 900 Da. Outra 
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especificidade é que quando ocorre uma estimulação prolongada, entre 15 e 30 minutos, grande 

parte das células entram em apoptose (SURPRENANT et al., 1996; DI VIRGILIO, 2007; 

SKAPER et al., 2010; SORGE et al., 2012; KHADRA et al., 2013).  

O mecanismo que envolve a neurotransmissão mediada pela sinalização purinérgica, já 

está bastante elucidado. Pesquisas apontam que, durante o processo de sinalização purinérgica 

o ATP é transportado para dentro de vesículas sinápticas, e posteriormente é liberado por 

exocitose (PANKRATOV, 2006; BODIN, 2001; ZHANG et al., 2007). No sistema nervoso 

periférico especificamente, o ATP desempenha importante papel na neurotransmissão da dor 

(BURNSTOCK, 2006). 

Estudos evidenciaram que, a injeção intraplantar de ATP, é capaz de promover a 

excitação de neurônios sensoriais primários, o comportamento de dor, hiperalgesia térmica e 

alodinia mecânica. Foi visto ainda que, possivelmente o ATP é o principal mediador no 

processo de comunicação entre neurônio e glia nos neurônios sensoriais, ao agir sobre os 

receptores purinérgicos presentes tanto nos neurônios quanto na glia (CHEN et al., 2008; 

CHERKAS et al., 2004; TAKEDA et al., 2009). 

O estudo do papel modulador da sinalização purinérgica na geração de dor e na 

sensibilização dos neurônios nociceptivos tem ganhado destaque nos últimos anos 

(BURNSTOCK, 2009; KUNER, 2010; HAN, et al., 2010; BELE & FABBRETTI, 2015; 

INOUE, 2017). De acordo com achados, é possível afirmar que o ATP, por meio da ativação 

de receptores P2X nas fibras nervosas sensoriais periféricas, é capaz de induzir dor. Outra 

descoberta é que o ATP é capaz de promover comunicação entre neurônios nociceptivos 

primários e secundários, astrócitos e micróglia (HAMILTON, 2002; BURNSTOCK, 2009; 

HAMILTON & MCMAHON, 2000; KUKULSKI, 2011).  

Um mecanismo relacionado à ativação de receptores P2X7 é o efluxo de K+ que estimula 

a enzima conversora de interleucina 1β (IL-1β) caspase-1 no inflamassoma. A caspase-1 

converte pró-IL-1β em IL-1β madura (FERRARI et al., 2006; WEBER et al., 2010). No SNC, 

esta via P2X7-IL-1β contribui para a neuroinflamação ao envolver a cascata pró-inflamatória 

por meio da liberação de IL-1β (BENNETT, 2007; BHATTACHARYA et al., 2011, 2013; 

IWATA et al., 2016; PARK & KIM, 2017; SPERLAGH et al., 2012; STOKES et al., 2015). 

Portanto, quando o ATP alcança concentrações suficientes que levaram à ativação do receptor 

P2X7, ele levará à produção de citocinas pró-inflamatórias, incluindo IL-1β tanto no SNC 

quanto na periferia (ENGEL et al., 2012; PARK & KIM, 2017; SÖDERLUND et al., 2011).   

Deste modo, é de grande relevância a função que o receptor P2X7 executa para 

manutenção na transmissão de informações neurônio-glia, constatado em vários estudos sobre 
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dor inflamatória e dor crônica. Logo é imprescindível entender os mecanismos subjacentes à 

ativação do P2X7 nas células satélites gliais, para elucidar o papel dessas células na propagação 

do estímulo doloroso (LEMES, 2017). 

 

2.7 Receptores P2X7 na Inflamação  

 

Dos receptores da família P2X, os que são mais descritos por estar relacionado a 

mediação de processos nociceptivos em neurônios aferentes primários são os receptores 

neuronais P2X3. Entretanto, cabe ressaltar que os receptores gliais P2X7 (P2X7R) presentes nos 

gânglios sensoriais são os mais estudados recentemente e ainda assim, não dispõem de perfeita 

compreensão de sua atividade. (OLIVEIRA et al., 2009; DE OLIVEIRA FUSARO et al., 2010; 

FABBRETTI, 2013; KRIMON et al., 2013; PRADO et al., 2013).  

Investigando o papel dos receptores P2X7 na inflamação, foi levantando que, em ensaios 

clínicos usando antagonistas P2X7R contra artrite reumatoide, os resultados mostram eficácia 

clínica e segurança (KEYSTONE, 2012; STOCK, 2012). Os receptores purinérgicos do tipo 

P2X podem atuar de duas maneiras, direta sobre os nociceptores, ativando-os e sensibilizando-

os, e de maneira indireta, estimulando a liberação de mediadores inflamatórios que irão 

sensibilizar os nociceptores (ANDO et al., 2010; TOULME et al., 2010; PRADO et al., 2013; 

BURNSTOCK, 2016; KUAN AND SHYU, 2016). Além da liberação de citocinas, estudos 

também apontam sua participação na imunomodulação, através da ativação da inflamação de 

NLRP3, crescimento de linfócitos T e diferenciação (DI VIRGILIO E GIULIANI, 2016; 

FERRARI et al., 2006). 

Na neuroinflamação, comum a inúmeras doenças neurodegenerativas, o papel dos 

receptores P2X7 foi relatado em algumas situações de dano neuronal, como isquemia (CHU et 

al., 2012), doença de Alzheimer (DÍAZ-HERNÁNDEZ et al., 2012), lesão da medula espinhal 

(PENG et al., 2009), epilepsia (ENGEL et al., 2012), doença de Huntington (DÍAZ-

HERNÁNDEZ et al., 2009) e depressão (BASSO et al., 2009).  

Em uma pesquisa feita por Wang et al. (2020), os pesquisadores definiram como 

objetivo investigar se o P2X7 poderia ser considerado um fator determinante na ativação das 

vias de sinalização MAPK/NF-κB que estão envolvidas na neuroinflamação induzida por LPS, 

como resultado onde eles verificaram que sim, entretanto, ao utilizar um antagonista deste 

receptor o efeito de ativação desta via consequentemente era bloqueado, demonstrando assim, 

que o receptor P2X7 esta presente nos processos neuroinflamatórios induzidos por sua ativação 

pelo ATP. 
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DA SILVA et al. (2015) em seu estudo sobre a expressão dos receptores P2X7 na colite 

ulcerativa concluíram que estes receptores tiveram sua expressão reduzida nos neurônios do 

plexo mioentérico, assim como houve a redução na densidade neuronal. Já HOFMAN et al., 

(2015), demonstrou em seu trabalho que a inativação genética (animal nocaute) e química de 

receptores P2X7, com o uso de antagonistas resultam em redução da inflamação em modelo 

animal de colite, entretanto há maior propensão ao desenvolvimento de câncer.  

Diante disso, cabe salientar que o estudo do papel desempenhado por receptores 

purinérgicos na dor inflamatória apesar de já bem adiantado, ainda dispõem de algumas 

limitações, dentre elas a falta de seletividade dos agonistas disponíveis. Outro ponto importante 

a levantar é que apesar da existência de receptores P2X7 nas células satélites do gânglio da raiz 

dorsal (KOBAYASHI et al., 2005; CHEN et al., 2012), a total compreensão da função destes 

receptores no gânglio da raiz dorsal ainda não é bem descrita. Ademais, neurônios nociceptivos 

trigêmeos apresentam maior expressão de receptores purinérgicos quando comparados aos 

gânglios da raiz dorsal (AMBALAVANAR, 2005; AMBALAVANAR, 2009). 

 

 

2.8 Receptor P2X7 e Dor Orofacial  

 

Bonfante et al, (2018) comprovaram, em um modelo persistente de hipernocicepção 

induzida por albumina sérica bovina metilada (mBSA), haver um aumento nos níveis de 

proteínas moduladoras das células da glia Catepsina S (CatS) e Fractalkina (FKN) no subnúcleo 

caudal trigeminal sensorial (TNC) por ativação do receptor P2X7 na micróglia. 

Muitos estudos têm mostrado que o bloqueio da atividade de células microgliais é capaz 

de reduzir hiperalgesia / alodinia provocada por condições neuropáticas e inflamatórias 

(SWEITZER et al. 2001; LEDEBOER et al. 2005; CLARK et al. 2007; TAWFIK et al. 2007). 

Deste modo, desenvolver alternativas terapêuticas para estados de dor inflamatória crônica e 

neuropática utilizando células imunocompetentes tem sido visto como algo promissor (CLARK 

& MALCANGIO 2012; BONFANTE et al. 2018). As células microgliais, como macrófagos 

do sistema nervoso central (SNC), executam um importante tarefa na sensibilização central e 

na plasticidade ao induzir a resposta rápida às lesões e ao instigar a liberação neuronal de 

mediadores inflamatórios como a interleucina 1β (IL-1β) e fator de necrose tumoral α (TNF-α) 

(CHAUVET et al. 2001; TSUDA et al. 2003). 

Em outro estudo, Muñoz et al. (2020) observaram que a atividade analgésica da toxina 

botulínica A (BoNT-A) pode estar relacionada a sua capacidade de manter a comunicação 
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dentro das células neuronais e microgliais, intervindo na via ativada por microglia P2X7 / CatS 

/ FKN, ao restringir os níveis de moduladores de micróglia CatS e FKN, direcionando para a 

redução das citocinas pró-inflamatórias IL-1β e TNF-α. De acordo com este estudo, que indicou 

que o receptor P2X7 exerce influência sobre via ativada de microglia, buscou-se o entendimento 

do papel que este receptor desenvolve na dor na ATM quando ativado. Assim Teixeira et al. 

(2021) concluíram que P2X7, ao ser ativado, é capaz de induzir respostas nociceptivas mediadas 

por aminas simpaticomiméticas, prostaglandinas, migração de leucócitos e aumento dos níveis 

de citocinas pró-inflamatórias. Também constatou que a ativação do receptor P2X7 promove 

respostas nociceptivas que dependente da ativação dos nociceptores aferentes primários da 

ATM de ratos.  É inegável a contribuição deste receptor P2X7 na nocicepção da ATM, sendo, 

portanto, um potencial alvo farmacológico no controle da dor inflamatória nas disfunções 

temporomandibulares. 

Ademais, Ito et al. (2013) demonstraram que a fosforilação de p38 MAPK via P2X7R 

pode levar à alodinia / hiperalgesia tátil, sendo estas ocasionadas possivelmente por TNF-α 

liberado pela micróglia. Em outro estudo, entretanto, foram avaliados quais receptores da 

família P2X estariam diretamente ligados a processos inflamatórios na ATM. Seus resultados 

indicaram que o P2X3 e P2X2/3 estão relacionados com a hiperalgesia inflamatória da ATM 

induzida por carragenina, contudo os receptores P2X7 não teriam relação com esse processo 

(TEIXEIRA et al., 2010).    

 

2.9 Brilliant Blue G (BBG): Antagonista Receptores P2X7 

 

A família de corantes Brilliant Blue dispõe de diversos representante entre eles, cabe 

destacar o BBG (Brilliant Blue G) e FD&C Blue No. 1. Os dois compostos são amplamente 

utilizados na área de ciências da saúde e no setor industrial. Além da denominação Brilliant 

Blue G, o corante sintético também tem uma outra titulação, Coomassie Brilliant Blue. O 

composto foi extraído pela primeira vez a partir do corante de alcatrão de carvão. Quando 

comparado ao FD&C Blue No. 1, o BBG apresenta estabilidade regular quando exposto à luz, 

calor e condições ácidas, no entanto, esta estabilidade tende a reduzir ainda mais em condições 

oxidativas (WATHARKAR, et al., 2013). O BBG teve seu uso pela primeira vez na indústria 

têxtil, tendo sido utilizado posteriormente em pesquisas médicas pela primeira vez na década 

de 80 (BARTLETT et al., 2014). 

Contudo, quando avaliado a variedade de corantes Brilliant Blue, é possível concluir 

que dentre esses o BBG, é o que mais tem sido utilizado em estudos de eletroforese, mais 
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especificamente para fins de visualização de proteínas. Os corantes de metano trifenil (Brilliant 

Blue G), apresentam como vantagem para a técnica de eletroforese o fato de revelar bandas 

coloridas fortes ao se complexar a uma membrana de acetato de celulose. Por esse motivo, o 

BBG tem seu uso largamente difundido em análises bioquímicas e quantificação de proteínas 

em ensaios de ligação proteína-corante (BEARDEN JR, 1978; SERRA, et al., 1980). Ademais, 

ensaios colorimétricos alternativos de atividade enzimática têm sido sugeridos baseados nas 

propriedades do BBG (ASRYANTS, et al., 1985; SALEEMUDDIN, et al., 1980). 

O BBG é um ingrediente do ensaio de Bradford, que mede bioquimicamente a proteína 

intracelular (BRADFORD, 1987). Esse corante também foi usado para purificar partículas 

semelhantes a vírus submetidas à ultracentrifugação de densidade de sacarose. (GIESSAUF, et 

al., 2002). O composto requer estudo cuidadoso, uma vez que seu uso atualmente é na área 

clínica em procedimentos oftalmológicos (NAITHANI, et al., 2011; HISATOMI, et al., 2006), 

representando um candidato apropriado para o futuro, pois o BBG tem alta afinidade pela 

membrana limitante interna (MENNEL, et al, 2008). 

Outro uso do BBG foi relatado em 2011, quando Jo e Bean observaram que o corante 

era um bloqueador do canal de sódio em células de neuroblastoma N1E-115 de camundongo, 

enquanto o FD&C Blue No. 1 apresentou pouca ação no canal de sódio. 

 O Brilliant Blue G (BBG) se apresenta ainda, como o antagonista mais seletivo e potente 

para o receptor P2X7 (JIANG et al, 2000). A baixa toxicidade e a alta seletividade fazem desse 

composto um candidato ideal para bloquear os efeitos adversos da ativação do receptor P2X7 

(JIANG et al., 2000, REMY et al., 2008). Devido a esta propriedade de antagonizar receptores 

purinérgicos P2X7, o BBG tem amplamente utilizado como ferramenta farmacológica para o 

estudo do sistema purinérgico (BARTLETT et al., 2014), onde achados evidenciam que, doses 

abaixo de 50 mg/kg são passiveis de atravessar prontamente a barreira hematoencefálica. Em 

concentrações de 1 μM, o BBG é capaz também de inibir receptores de panexina, Panx1 

(SPERLAGH & ILLES, 2014). 

Em relação a capacidade do BBG de transpor a barreira hematoencefálica, como 

descrito anteriormente, essa característica o torna mais eficaz na inibição de receptores P2X7 de 

ratos que de humanos, com uma afinidade nanomolar, mas inibindo também receptores P2X2 e 

alguns receptores P2Y, em uma faixa micromolar (FRIEDLE; CURET; WATTERS, 2010). 

Pelas propriedades descritas, estudos com BBG tem aumentado substancialmente nos 

últimos anos. Estudos evidenciaram que o composto tem capacidade de proteger contra a perda 

neuronal em modelos da doença de Alzheimer, atenuando a apoptose neuronal e déficits 

motores em modelos da doença de Huntington (RYU; MCLARNON, 2008; DÍAZ-
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HERNANDEZ et al., 2009). Outros resultados, indicaram o declínio da resposta inflamatória e 

melhora da recuperação em lesões medulares em ratos (PENG et al., 2009; MARCILLO et al., 

2012).  

Fonteles (2017), em sua tese de doutorado, investigou o efeito do Brilliant Blue G, no 

antagonismo do receptor P2X7, a fim de verificar se este era capaz de diminuir a discinesia 

induzida por L-Dopa em animais submetidos a modelo Experimental de Doença de Parkinson, 

como resultado de sua pesquisa ela constatou que, o sistema purinérgico desempenha 

importante papel no desenvolvimento da discinesia induzida por L-DOPA, e que o BBG possui 

efeito anti-discinético, possivelmente devido à diminuição da ativação do receptor D1 e da 

diminuição da neuroinflamação.  

Um outro estudo realizado em 2019, que avaliou o antagonismo do receptor P2X7, 

Brilliant Blue G, sobre os neurônios entéricos do colo distal de ratos submetidos à colite 

ulcerativa experimental, demonstrou em seus resultados que houve uma diminuição dos 

neurônios positivos ao NOS, ao ChAT e da ativação do receptor P2X7 na colite, havendo então 

recuperação na densidade neuronal nos grupos tratados com o BBG. Quando avaliado a área 

do perfil neuronal, os resultados comprovaram aumento da área do perfil nos grupos colites e 

recuperação nos grupos tratados com o BBG. O pesquisador conclui assim que, o BBG foi 

efetivo na colite ulcerativa experimental podendo ser o receptor P2X7 um alvo terapêutico 

(EVANGELINELLIS, 2019). 

Em acordo com estes achados, WANG et al., (2020), se propôs a investigar se Brilliant 

Blue G teria a capacidade de reduzir a neuroinflamação através da regulação de MAPKs e vias 

de sinalização NF-κB em células microglia BV2 induzidas por lipopolissacarídeos, seus 

desfechos demonstraram que o BBG contribuiu para a supressão dos efeitos inflamatórios em 

células BV2 induzidas por LPS através da inibição das vias de sinalização NF‑κB e MAPKs.  

Um estudo utilizando a administração de BBG em modelos de ativação elétrica no 

gânglio trigeminal de ratos indicaram que o BBG reduziu o aumento de células c-Fos-positivas 

no subnúcleo caudal do trigêmeo, apesar de não ter exercido influência sobre o comportamento 

nem sobre o aumento de células c-Fos-positivas no TNC quanto utilizado o teste de formalina 

orofacial (BOHAR, 2015). Neste sentido, compreender a sinalização purinérgica na via 

nociceptiva trigeminal subsidiará o entendimento dos mecanismos nociceptivos subjacentes 

para a patogênese da dor orofacial, e avaliar o papel do BBG pode gerar uma nova possibilidade 

terapêutica (LIU, 2020). Apesar dos achados científicos, não há um consenso quanto a 

utilização do BBG em células humanas (FERREIRA, et al., 2016). 
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Baseado na literatura, o receptor P2X7 parece exercer um papel essencial na dor 

orofacial, contudo ainda há contradição na literatura, e ainda não foi investigado o efeito de 

BBG na dor inflamatória na ATM. 
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RESUMO 

Introdução: A dor nociceptiva na articulação temporomandibular (ATM) se encontra presente 

em muitas condições clínicas. Os receptores P2X7 estão envolvidos com a nocicepção na ATM, 

entretanto o mecanismo que envolve estes receptores na fisiopatologia da dor inflamatória na 

ATM ainda não está bem esclarecido. 

Métodos: O protocolo experimental foi aprovado pela CEUA-UFC Campus Sobral (14/2020). 

40 animais (n=5) foram pré-tratados (i.p) com salina (0,9%) ou Brilliant Blue G (50 mg/kg), 

antagonista seletivo dos receptores P2X7, ou indometacina (5mg/kg), anti-inflamatório não-

esteroidal. Após 1h, foi aplicada injeção intra-articular (i.a.) de salina (50 % uL, 0,9%) ou 

formalina (50 uL, 1,5 %) na ATM esquerda, após breve (30s) anestesia com isoflurano (3%). 

O comportamento nociceptivo foi avaliado por 45 min. Imediatamente após as análises 

comportamentais, os ratos foram anestesiados com ketamina: xilazina (90:10 mg/kg, i.p.) e 

submetidos à perfusão com PBS. Após a eutanásia, o gânglio trigeminal (GT) e subnúcleo 

caudal (SC) foram removidos para a análise da expressão dos níveis de mRNA dos receptores 

P2X7 e das citocinas TNF-, IL-1 e IL-6 por q-RT-PCR. Os dados foram expressos como 
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média±EPM. Dados paramétricos foram analisados por Análise de Variância (ANOVA) 

seguida pelo pós-teste Tukeys multiple comparisons.  

Resultados: O tratamento com BBG reduziu dor nociceptiva (p0,0001), e a expressão dos 

genes para o receptor P2X7 (P0,002) e para as citocinas TNF- e IL-1 (P0,0001), quando 

comparado ao grupo formalina, tanto no GT, quanto no SC. 

Conclusões: O O BBG apresentou potencial efeito antinociceptivo na redução da expressão do 

receptor P2X7 e de citocinas inflamatórias, tanto no SNP, quanto no SNC, contudo o estudo 

modelos crônicos de hipernocicepção na ATM se fazem necessários. 

 

Palavras chave: Articulação temporomandibular; Inflamação; Dor; receptores P2X7. 
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INTRODUÇÃO 

 

A dor nociceptiva na articulação temporomandibular (ATM) está presente em muitos 

quadros de disfunção temporomandibular (DTM), que engloba um grupo de condições 

musculoesqueléticas e neuromusculares envolvendo a ATM, os músculos mastigatórios e todos 

os tecidos associados1. Os principais sinais e sintomas são ruídos articulares, limitação de 

movimentos mandibulares e dor, normalmente associados a cefaleias, zumbidos, dores 

cervicais e outros2. Apresenta prevalência de 5% a 12% da população mundial e incidência de 

3,9% ao ano3,4, levando a grandes alterações na qualidade de vida5, sendo necessários, portanto, 

estudos de novas possibilidades terapêuticas e estudos de mecanismos fisiopatológicos para 

maior compreensão. 

A fisiologia das vias da dor orofacial envolve neurônios aferentes primários, gânglio 

trigeminal (GT), subnúcleo caudal (SC) do trigêmio no tronco cerebral e funções cerebrais 

superiores que atuam na regulação da nocicepção orofacial6.  Mediando tanto periférico quanto 

centralmente, as células da glia têm se mostrado importantes7, por mediar a libertação de fatores 

neuroinflamatórios8, e estudos têm mostrado que o bloqueio da atividade de células microgliais 

é capaz de reduzir hiperalgesia / alodinia provocada por condições neuropáticas e 

inflamatórias9,10,11. Sabe-se também que o receptor P2X7 é um dos responsáveis por mecanismos 

de regulação da dor orofacial da micrógli, portanto desenvolver alternativas terapêuticas nesse 

direcionamento tem sido visto como algo promissor12,13. 

Um estudo investigou o efeito do Brilliant Blue G (BBG), um antagonista seletivo e 

potente para o receptor P2X7
14, em modelos de ativação elétrica no gânglio trigeminal de ratos, 

indicando que o BBG reduziu o aumento de células c-Fos-positivas no SC, apesar de não ter 

exercido influência sobre o comportamento nem sobre o aumento de células c-Fos-positivas no 

núcleo caudal do trigêmeo quanto utilizado o teste de formalina orofacial15.  

Neste sentido, sabendo que ainda não foi investigado o efeito do BBG na dor nociceptiva 

inflamatória na ATM, a avaliação do papel do BBG pode gerar uma nova possibilidade 

terapêutica, assim como compreender a sinalização purinérgica na via nociceptiva trigeminal, 

o que subsidiará o entendimento dos mecanismos nociceptivos subjacentes para a patogênese 

da dor orofacial. 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Animais 

 

Foram 40 usados ratos albinos (Rattus novergicus), variedade Wistar (180-240g), 
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machos, em grupos com cinco animais (n=5), provenientes do Biotério Central da 

Universidade Federal do Ceará. Os animais ficaram alojados (temperatura 23 ± 2 °C, 

obedecendo a ciclos de claro-escuro de 12 h) no Biotério Setorial da UFC - Campus Sobral 

até o momento do início dos experimentos e receberam água e alimentação ad libitum. 

Com relação aos aspectos éticos, o protocolo experimental foi elaborado de acordo 

com a “Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilização de Animais Para Fins Científicos e 

Didáticos (DBCA)” da Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório 

(SBCAL), com as “Diretrizes sobre o uso de animais de laboratório para investigações de 

dor experimental em animais conscientes” da Associação Internacional para o Estudo da 

Dor (Sigla em inglês IASP) e baseados no protocolo ARRIVE16. O projeto foi aprovado 

sob protocolo n°14/2020 pela Comissão de Ética para o Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal do Ceará, Sobral, Brasil.  

Injeções intra-articulares de formalina 

 

Os animais receberam uma injeção intra-articular (i.a.) de formalina (50 μL, 1,5 

%) ou salina (50 μL, 0,9%) na ATM esquerda. Para tanto, a porção póstero inferior da 

borda do arco zigomático foi identificada, seguindo em direção anterior até contatar a 

região póstera lateral do côndilo. Com uma agulha de calibre 30G conectada a um tubo de 

polietileno P50 e uma seringa de 50 μL (Hamilton, 50 μL) sob uma prévia anestesia 

inalatória com isoflurano (3%, 30 s)17, as soluções foram administradas dentro da ATM. 

Delineamento Experimental 

 

Os animais foram pré-tratados por via intraperitoneal (n=5) com solução salina 

(0,9%), Brilliant Blue G (BBG) (50 mg/kg) ou indometacina (5mg/kg, controle positivo). 

Após 60 minutos, foi aplicada injeção intra-articular (i.a.) de solução salina (50 μL, 0,9%) 

no grupo controle ou formalina (50 μL, 1,5 %), na ATM esquerda dos grupos 

experimentais. 

 

Avaliação da resposta nociceptiva induzida pela formalina 

 

Cada animal foi utilizado em um único experimento, e os testes foram realizados durante 

a fase clara entre 6 h e 16 h em uma sala silenciosa com temperatura controlada entre 23ºC ± 

2ºC18. Durante 7 dias anteriores ao experimento, os animais foram manipulados pelos 

participantes. Imediatamente antes do experimento, para ambientação animal, cada animal foi 

colocado durante 10 minutos na câmara de observação comportamental, feita de madeira com 
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sua parte superior aberta tendo uma parede de vidro para e as demais paredes e base espelhados 

de dimensão 30x30x30 cm19. Durante o experimento os animais não tiveram acesso a alimento 

ou à água. Após anestesiados com isoflurano 100%, solução inalatória, e administrada a injeção 

intra-articular, os animais foram colocados na câmara de observação comportamental. A análise 

do comportamento ocorreu pela quantificação em segundos com um cronômetro digital do ato 

de coçar a cabeça e pelo número de vezes de erguer a cabeça com um contador manual de células 

por um período de 45 minutos em 15 blocos de 3 minutos. Após esse período, foi realizado a 

eutanásia ao final do experimento17. 

 

Coleta de materiais biológicos 

 

Imediatamente após as análises comportamentais, os animais foram anestesiados com 

xilazina (5 mg/kg) e ketamina (100 mg/kg) e eutanasiados para a coleta do GT e do SC. Os tecidos 

foram armazenados em eppendorfs com 200 μL de trizol (Invitrogen, São Paulo, Brasil), e 

armazenados em freezer -80 ºC. 

Para ter acesso ao gânglio trigeminal, que fica alojado na base do crânio na região de cavo 

trigeminal no osso temporal, foi removida a calota craniana e o cérebro, e, cautelosamente, 

identificado e removido o gânglio trigeminal. No caso do subnúcleo caudal, que se situa no tronco 

encefálico, procedeu-se à remoção do encéfalo, que está posicionado em matriz específica para 

cortes de estruturas neurais de ratos. A remoção do subnúcleo caudal foi feita pelo corte com 

lâmina de bisturi posicionada a 2 mm em direção caudal ao fornix cerebral. 

 

Análise da expressão gênica por qRT-PCR 

 

O RNA total foi extraído das amostras de GT e SC, utilizando o reagente Trizol 

(Invitrogen, São Paulo, Brasil). A quantidade e a qualidade do RNA extraído foram 

determinadas por espectrofotometria (Amersham Biosciences, Cambridge, England) 

utilizando 260 nm e a razão 260/280nm, respectivamente. Em seguida, foi realizada a síntese 

do DNA complementar (cDNA) utilizando Transcriptase Reversa SuperScript IV (Invitrogen, 

São Paulo, Brasil) seguindo as instruções do fabricante.  

Os primers utilizados para as análises por qRT-PCR foram: P2X7 (NCBI: 

NM_019256.2– Senso: CCTCCCTTTGCAGGGGAAC, Antisenso: 

TACAACCCTGGTCAGAATGGC); TNF- (NCBI: NM_012675.3 - Senso: 

CGGGGTGATCGGTCCCAACAAG, Antisenso: GTGGTTTGCT ACGACGTGGGC); IL-

1β (NCBI: NM_031512.2 - Senso: TGCTGTCTGACCCATGTGAG, Antisenso: 
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CCAAGGCCACAGGGATTTTG); IL-6 (NCBI: NM_012589.2 - Senso: 

CATTCTGTCTCGAGCCCACC, Antisenso: GCAACTGGCTGGAAGTCTCT). Os primers 

foram desenhados usando a ferramenta PrimerQuest® (IDT DNA, Coralville, Iowa, EUA). 

Os ensaios de PCR em tempo real foram realizados em um volume final de 20 μL 

contendo 10 μL de SYBR Green qPCR Master Mix (Invitrogen, São Paulo, Brasil), 2 μL de 

cada primers (200 nM), 1μL de cDNA das amostras e 7 μL de água livre de RNAase. As 

condições de PCR foram: um período de desnaturação inicial a 95°C/7min, seguido por 40 

ciclos de amplificação gênica. Cada ciclo consistirá de uma fase de desnaturação inicial a 

95°C/15 s, seguida por uma fase de anelamento a 58°C/30s e por fim uma fase de extensão a 

60°C/30 s. Para garantir a especificidade do produto de PCR foi realizada a curva de Melting 

(95°C/15 s, 58°C/30s, 95°C/15 s), após cada reação.  

O GAPDH (NCBI: NM_017008.4 - Senso: GGACCAGGTTGTCTCCTGTG, 

Antisenso: CATTGAGAGCAATGCCAGCC) foi utilizado como gene de referência. Todas 

as amplificações foram analisadas pelo sistema de detecção de PCR em tempo real 

StepOnePlusTM Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems, Foster City, California, EUA), 

e a expressão gênica relativa foi determinada usando o método 2-ΔΔCt20. 

 

Análise Estatística 

 

A análise estatística dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism 

versão 9.0 para macbook, GraphPad Software, San Diego, Califórnia EUA. Copyright (c) 

por GraphPad Software. Os resultados que obedecerem a uma distribuição paramétrica foi 

analisado por Análise de Variância (ANOVA) seguida teste post-hoc de Tukey multiple 

comparisons. Em todas as análises estatísticas, os valores foram representados pela Média 

± Erro Padrão da Média (EPM), sendo considerado significativo p<0,05. 

 

RESULTADOS 

 

Efeito do BBG na hipernocicepção induzida por formalina na ATM 

 

O comportamento nociceptivo foi avaliado após administração intra-articular (i.a.) de 

salina (50 μL) ou formalina (50 μL, 1,5%) na ATM esquerda de ratos. Conforme demonstrado 

na figura 1, a formalina foi capaz de aumentar de forma significativa a resposta nociceptiva 

(226,1  20,04) quando comparado ao grupo salina (38,40  4,56). O tratamento com BBG (50 
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mg/kg) foi capaz de reduzir de forma significativa esse efeito nociceptivo (66,50  11,72; 

P0,0001) quando comparado ao grupo formalina, semelhante ao observado com o grupo 

indometacina (45,40  14,38; P0,0001). Observa-se que o grupo BBG aplicado sozinho com 

salina (34,78  9,14) não foi capaz de afetar a resposta nociceptiva quando comparado ao grupo 

salina. 

   

Figura 1. Efeito do BBG sobre a hipernocicepção da ATM induzida por formalina. BBG 

(50mg/kg) reduziu as respostas nociceptivas. Os resultados são apresentados como as médias ± 

EPM. *(p<0.0001) vs controle; #(p<0.0001) vs formalina (ANOVA, Tukeys multiple 

comparisons).  

 

BBG regulou a expressão gênica de P2X7 no sistema nervoso periférico e central trigeminal 

 

O tratamento com formalina aumentou significativamente os níveis de mRNA de P2X7 

no GT (5,41  0,14) (figura 2A) e no SC (4,62  1,13) (figura 2B), quando comparado ao grupo 

salina (p0,002) no GT (1,0  0,0) e no SC (1,0  0,0), respectivamente. O tratamento com 

BBG (50 mg/kg) reduziu de forma significativa a expressão gênica desse receptor no GT (1,49 

 019), quando comparado com o grupo formalina (5,41 0,14; p0,009), assim como no SC 

(1,69  0,30). Esses resultados indicam que o BBG atua tanto bloqueando o receptor P2X7 como 

alterando a expressão gênica deste, reduzindo os efeitos nociceptivos induzidos por formalina 
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Figura 2. Efeito do BBG sobre a expressão gênica do receptor P2X7 no GT e SC por qRT-

PCR. BBG (50 mg/kg) reduziu significativamente a expressão gênica do receptor P2X7 no GT 

(A) e SC (B) quando em comparação com o grupo formalina. Os símbolos () e (#) representam 

diferenças estatisticamente significativas. *(p<0,003) vs controle; # (p<0,009) vs formalina 

(ANOVA, Tukeys multiple comparisons). 

Efeito do BBG sobre a expressão gênica da citocina TNF- no sistema nervoso 

periférico e central trigeminal  

A figura 3 evidencia que a formalina aumentou significativamente a expressão gênica 

de TNF-, no GT (4,60  0,49; p<0,0001) (Fig 3A) e no SC (4,60  0,49; p<0.0001) (Fig 3B), 

quando comparado com o grupo salina no GT (1,0  0,0) e no SC (1,0  0,0; p<0.0001), 

respectivamente. Enquanto que o tratamento com BBG (50 mg/kg) reduziu a expressão gênica 

de TNF- no GT (1,38  1,14; p0,0001) e SC (1,73  0,07; p0,0001), quando comparados 

ao tratamento com formalina. 
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Figura 3. Efeito do BBG sobre a expressão gênica de TNF- no GT e no SC por qRT-

PCR. BBG (50 mg/kg) reduziu significativamente a expressão gênica de TNF- no GT (A) e 

SC (B) quando em comparação com o grupo formalina. * (p<0,0001) vs controle; # (p<0,0001) 

vs formalina (ANOVA, Tukeys multiple comparisons). 

 

Efeito do BBG sobre a expressão gênica da citocina IL-1 no sistema nervoso periférico 

e central trigeminal 

 

A figura 4 evidencia que a formalina aumentou significativamente a expressão gênica 

de IL-1, no GT (4,86  0,49, p<0,0001) (Fig 4A) e no SC (3,87  0,62; p< 0,0001) (Fig 4B), 

quando comparado com o grupo salina no GT (1,0  0,0, p<0.0001) e no SC (1,0  0,0; 

p<0.0001), respectivamente. O BBG (50 mg/kg) reduziu de forma significativa a expressão 

gênica de IL-1 no GT (0,88  0,28; p0,0001), quando comparada ao tratamento com 

formalina. Efeito semelhante foi verificado no SC (Fig. 5B), em que o BBG foi capaz de reduzir 

significativamente a expressão gênica de IL-1 (0,80  0,08; p<0,0001), quando comparada ao 

tratamento com formalina.  
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Figura 4. Efeito do BBG sobre a expressão gênica de IL-1 no GT e no SC por qRT-PCR. 

O BBG (50 mg/kg) reduziu significativamente a expressão gênica de IL-1 no GT (A) e SC (B), 

quando comparado ao grupo formalina. *(p<0,0001) vs controle; #(p<0,0001) vs formalina 

(ANOVA, Tukeys multiple comparisons). 

 

Efeito do BBG sobre a expressão gênica da citocina IL-6 no sistema nervoso periférico e 

central trigeminal 

A figura 5 evidencia que a formalina aumentou significativamente a expressão gênica 

de IL-6, no GT (5,39  0,62; p<0.0001) (Fig 5A) e no SC (14,47  1,50; p<0,0003) (Fig 5B), 

quando comparado com o grupo salina no GT (1,0  0,0; p<0.0001) e no SC (1,0  0,0; 

p<0.0001), respectivamente. O tratamento com BBG (50 mg/kg) não alterou a expressão gênica 

de IL-6 no GT (4,69  0,26; p>0,05) (Fig. 7A) e nem no SC (8,31  2,88; p>0,05) (Fig. 7B). 

Assim, BBG não foi capaz de alterar a expressão gênica de IL-6.  
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Figura 5. Efeito do BBG sobre a expressão gênica de IL-6 no GT e no SC por qRT-PCR. 

O BBG (50 mg/kg) alterou a expressão gênica de IL-6 no GT (A) e  no SC (B), contudo a 

diferença não foi estatisticamente significante *(p<0,0001) vs controle; # p0,05) vs formalina 

(ANOVA, Tukeys multiple comparisons). 

 

DISCUSSÃO 

 

Já foi descrito na literatura o papel do receptor P2X7 em células do sistema 

imunológico21,22 e em células do sistema nervoso como micróglias23, astrócitos24,25, 

oligodendrócitos26, células de Schawn27, e neurônios28. Dentre as diversas estruturas envolvidas 

no processo de dor nociceptiva inflamatória, sabe-se que a liberação de ATP no meio 

extracelular funciona como o principal ativador desses receptores P2X7
29,30. No presente estudo, 

buscou-se confirmar a participação do receptor P2X7 nos processos inflamatórios da dor 

nociceptiva inflamatória da ATM tanto no sistema nervoso periférico quanto no sistema 

nervoso central trigeminal, e os resultados mostraram o envolvimento do receptor P2X7 na 

resposta de dor inflamatória na ATM, e o efeito do antagonista desse receptor BBG tanto no 

gânglio trigeminal quanto no subnúcleo caudal do nervo trigêmeo. 

A função do receptor P2X7 já foi descrita em diversos trabalhos sobre doenças e 

distúrbios neurológicos psiquiátricos associados à neuroinflamação e/ou à 

neurodegeneração31,32, assim como seu papel em lesões traumáticas da medula espinal33, 

isquemia/reperfusão cerebral34, epilepsia35, doença de Parkinson36, dor37, dentre outros. Alguns 
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estudos têm também se debruçado a fim de estabelecer sua possível participação do receptor 

P2X7 na etiopatogenia da ansiedade, depressão, esquizofrenia e autismo38,39,40.  

Na medida em que os mecanismos de ação do receptor P2X7 são compreendidos, 

tornou-se interessante estudar antagosnistas desse receptor como uma possível estratégia 

terapêutica. Nesse contexto, sabe-se que o corante BBG se liga de forma não competitiva ao 

receptor P2X7, sendo capaz de transpor a barreira hematoencefálica (BHE), e assim vem 

ganhando destaque14,41,42. 

Dessa forma, várias pesquisas já foram desenvolvidas com o BBG. Em modelos 

animais, foi observado seus efeitos em neurônios entéricos do colo distal43, lesão traumática da 

medula espinal33, na sepse intestinal44, na tuberculose pulmonar45, isquemia/reperfusão 

cerebral34, doença de Parkinson36, encefalite auto-imune46, doença de Huntington47, ELA42, 

doença de Alzheimer48, e depressão49. 

Nosso estudo revelou pela primeira vez que o BBG foi capaz de reduzir a dor 

nociceptiva inflamatória na ATM através da redução da expressão gênica do receptor P2X7 tanto 

no sistema nervoso periférico quanto no sistema nervoso central trigeminal. Como o BBG 

atravessa a BHE, supõe-se que seu efeito central se deva a essa característica14. Através de 

busca na literatura cinzenta, encontrou-se apenas um estudo na ATM de ratos que fez uso de 

um antagonista do receptor P2X7, utilizando o BzATP, mostrando que a ativação dos receptores 

P2X7 na ATM induz nocicepção através de prostaglandinas e aminas simpatomiméticas através 

da ativação de receptores β250. De fato, observamos, no presente estudo, que BBG reduziu 

também a expressão gênica de TNF- e IL-1β, alterando a expressão gênica de IL-6, no entanto, 

quando comparado ao grupo controle e formalina os resultados não estatisticamente 

significantes.   

Sabe-se que durante o processo de inflamação, a produção de citocinas ocorre em uma 

sequência, na qual o TNF-α é produzido primeiro e, em seguida, ativa citocinas pró-

inflamatórias como IL-1β, para estimular a produção de ciclooxigenase (COX), e assim 

finalizar com a síntese dos mediadores inflamatórios e prostaglandinas que levam ao 

desenvolvimento de hiperalgesia. Em uma cascata paralela, TNF-α induz IL-8 o que leva ao 

desenvolvimento de hiperalgesia simpática51,52,53. De fato, nosso estudo mostrou que BBG 

reduziu expressão gênica de IL-1 β, porém não reduziu expressão gênica de IL-6, mostrando 

que possivelmente o efeito antinociceptivo do BBG ocorre diretamente através de IL-1β-COX-

prostaglandinas, não sendo relevante a participação de IL-6. Sabe-se que a síntese de IL-6 é 

sinalizada por TNF- α e IL- 1β, mas que também IL-6 seria capaz de inibir a liberação de TNF-

α e IL-1β agindo em um ciclo de feedback negativo resultando por atenuar a resposta 
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inflamatória, porém é possível que o BBG na dor nociceptiva inflamatória na ATM não atue 

por esse mecanismo54,55,56. 

Dentre as limitações do estudo, identifica-se que ainda é necessária realização das 

dosagens das citocinas, a fim de confirmar se o efeito do BBG na expressão gênica se confirma 

na síntese de proteínas; o estudo foi realizado apenas com machos, não se sabendo o efeito do 

BBG sobre as fêmeas, e não foram identificados os tipos celulares em que BBG atua tanto no 

GT quanto no SC para saber se seu efeito ocorre via neurônios ou células da glia. Como futuro 

direcionamento, pode-se sugerir a realização de estudos em animais machos e fêmeas na dor 

crônica da ATM. Ademais, sabe-se que o BBG já utilizado na clínica como marcador de 

coloração da cápsula do cristalino durante a cirurgia de catarata57, e com marcador em Cirurgia 

Vitreorretiniana58.  

 

CONCLUSÃO  

 

Nossos dados evidenciam o efeito antinociceptivo promovido pelo BBG ao reduzir a 

a expressão gênica do receptor P2X7 e das citocinas TNF-α e IL-1β no gânglio trigeminal e no 

subnúcleo caudal de ratos. Assim, o uso do BBG pode ser uma estratégia nos tratamentos de 

dor relacionadas a disfunções da ATM. Contudo, a adoção de modelos crônicos de 

hipernocicepção na ATM utilizando o BBG a fim de definir os mecanismos envolvidos na 

liberação e bloqueio de citocinas e outros mecanismos se fazem necessários. 
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