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RESUMO 

 

Disfunção Temporomandibular (DTM) refere-se a um conjunto de distúrbios funcionais que 

manifesta um largo espectro de problemas clínicos. A Stemodia maritima Linn é uma planta 

utilizada no Nordeste brasileiro em diversas aplicações terapêuticas. Análogos obtidos através 

de processos químicos combinatórios de constituintes de plantas estão desempenhando um 

importante papel na descoberta de novos fármacos, que podem auxiliar na terapêutica da dor 

na ATM. Nesse sentido, este estudo teve por objetivo investigar a segurança, a eficácia 

antinociceptiva e anti-inflamatória de dois compostos semissintético, SM-2 e SM-3, derivados 

da estemodina (SM-1), isolada das folhas da Stemodia maritima Linn, em um modelo de 

hipernocicepção inflamatória induzida por formalina na ATM de ratos. Para avaliação da 

toxicidade aguda, camundongos machos (Mus musculus; n=5) (25-30 g), receberam, em 

jejum, SM-2 (10 μg/kg; v.o.), SM-3 (10 μg/kg; v.o.) ou solução salina 0,9%, sendo em 

sequência observados por um período de 24 h, em intervalos de tempo. Para avaliar a 

toxicidade subcrônica os camundongos foram obsevados por 15 minutos ao dia, após 

administração das soluções, durante 14 dias consecutivos. No 15º dia foi realizada a eutanásia 

para avaliação de parâmetros bioquímicos e análise histopatológica dos órgãos. Para análise 

da hipernocicepção inflamatória foram utilizados ratos Wistar machos (180-240g), no qual os 

grupos foram pré-tratados por via oral (v.o.), com solução salina (0,9%), SM-2 (1; 10μg/kg) 

ou SM-3 (1; 10μg/kg). Após 60 minutos, foi aplicada injeção intra-articular (i.a.) de solução 

salina (50 μL, 0,9%) ou formalina (50 μL, 1,5%) na ATM, em seguida o comportamento 

nociceptivo foi avaliado por 45 min. Ademais, foi investigado o possível envolvimento das 

vias da hemeoxigenase-1 (HO-1) e do óxido nítrico (NO) no mecanismo de ação 

antinociceptiva do SM-2 e do SM-3. O comprometimento da atividade motora foi avaliado 

pelo teste rotarod. Os compostos SM-2 e SM-3 durante 14 dias não alteraram a variação 

ponderal, o peso relativo dos órgãos, parâmetros bioquímicos e histológicos em relação ao 

grupo controle salina. SM-2 e SM-3 apresentaram efeitos antinociceptivos através da redução 

(p<0,05) da resposta nociceptiva comportamental, quando comparado ao grupo formalina, 

não apresentando envolvimento das vias HO-1 e NO em seu mecanismo de ação. Não 

ocorreram alterações motoras no teste rotarod, não apresentaram toxicidade e se mostraram 

eficazes em reduzir a hipernocicepção induzida por formalina na ATM de ratos, sendo 

necessárias novas pesquisas para investigar os mecanismos de ação destes semissintéticos.  

Palavras-chave: Articulação temporomandibular, nocicepção, toxicidade, Stemodia 

maritima. 



ABSTRACT 

 

Temporomandibular Disorder (TMD) refers to a set of functional disorders that manifests a 

wide spectrum of clinical problems. Stemodia maritima Linn is a plant that is used in several 

therapies in Northeast Brazil. Analogs obtained through combinatorial chemical processes of 

plant constituents are playing an important role in the discovery of new drugs, that can help in 

the treatment of TMJ pain. In this sense, this study aimed to investigate the safety, 

antinociceptive and anti-inflammatory efficacy of two semi-synthetic compounds, SM-2 and 

SM-3, derived from estemodin (SM-1), isolated from leaves of Stemodia maritima Linn, in a 

model of formalin-induced inflammatory hypernociception in rat TMJ. To evaluate the acute 

toxicity, male mice (Mus musculus; n=5) (25-30 g) received, in fasting state, SM- 2 (10 

μg/kg; po), SM-3 (10 μg/kg; po ) or 0.9% saline solution, being observed in sequence for a 

period of 24 h, at time intervals. To assess the subchronic toxicity of mice, they were 

observed for 15 minutes a day, after administration of the solutions, for 14 consecutive days. 

On the 15th day, euthanasia was performed to evaluate biochemical parameters and 

histopathological analysis of the organs. For the analysis of inflammatory hyperciception, 

male Wistar rats (180-240g) were used, in which the groups were pre-treated orally (o.r), with 

saline solution (0.9%), SM-2 (1; 10μg/kg ) or SM-3 (1; 10μg/kg). After 60 minutes, an intra-

articular (i.a.) injection of saline solution (50 μL, 0.9%) or formalin (50 μL, 1.5%) was 

applied into the TMJ, then the nociceptive behavior was evaluated for 45 min. Furthermore, 

the possible involvement of the hemeoxygenase-1 (HO-1) and nitric oxide (NO) pathways in 

the antinociceptive action mechanism of SM-2 and SM-3 was investigated. Impairment of 

motor activity was assessed by the rotarod test. The SM-2 SM-3 compounds during 14 days 

did not change weight variation, relative organ weight, biochemical and histological 

parameters in relation to the saline control group. SM-2 and SM-3 showed antinociceptive 

effects through the reduction (p&lt; 0.05) of the behavioral nociceptive response, when 

compared to the formalin group, not involving the HO-1 and NO pathways in their 

mechanism of action. There were no motor changes in the rotarod test, they did not present 

toxicity and were effective in reducing formalin-induced hypernociception in the TMJ of rats, 

requiring further research to investigate the mechanisms of action of these semi-synthetics. 

 

Keywords: Temporomandibular joint, nociception, oxicity, Stemodia maritima. 

 

 



LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

Figura 1. Representação esquemática da via sensitiva principal da região facial. .................. 19 

Figura 2. Foto de Stemodia maritima Linn. ............................................................................ 29 

Figura 3. Estruturas dos esqueletos estemodano ..................................................................... 30 

Figura 4. Estrutura de aphidicolina ......................................................................................... 31 

Figura 5. Caixa espelhada de observação do comportamento ................................................. 39 

Figura 6. Equipamento para o Teste de Rotarod ..................................................................... 43 

Figura 7. Taxa de sobrevida dos animais no ensaio de segurança de SM-2 e SM-3............... 45 

Figura 8. Variação ponderal em camundongos tratados com SM-2 (10 μg/kg) ou SM-3 (10 

μg/kg) durante 14 dias consecutivos. ....................................................................................... 47 

Figura 9. Efeito de SM-2 e SM-3 na resposta nociceptiva induzida por formalina 1,5% na 

ATM de ratos. ........................................................................................................................... 50 

Figura 10. Envolvimento da HO-1 na atividade antinociceptiva dos compostos 

semissintéticos SM-2 e SM-3 na hipernocicepção inflamatória induzida por formalina na 

ATM de ratos.). ........................................................................................................................ 51 

Figura 11. Envolvimento do NO na atividade antinociceptiva de SM-2 e SM-3 na 

hipernocicepção inflamatória induzida por formalina na ATM de ratos.................................. 52 

Figura 12. Efeito da administração aguda de SM-2 (10 μg/kg) e SM-3 (10 μg/kg) em ratos 

submetidos ao teste Rotarod (tempo de latência). .................................................................... 53 

Figura 13. Efeito da administração aguda de SM-2 (10 μg/kg) e SM-3 (10 μg/kg) em ratos 

submetidos ao teste Rotarod (número de quedas). ................................................................... 54 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE TABELA 

Tabela 1: Número total de mortes no ensaio de segurança de SM-2 e SM-3. ........................ 46 

Tabela 2: Alterações comportamentais relativas dos animais no ensaio de segurança, 

toxicidade subcrônica de SM-2 e SM-3. .................................................................................. 46 

Tabela 3: Níveis das enzimas alanina aminostransferase (ALT), asparto aminostransferase 

(AST) em soro de camundongos machos (Mus musculus) tratados com SM-2 e SM-3 por 14 

dias. ........................................................................................................................................... 48 

Tabela 4: Efeito da administração (v.o) com SM-2 (10 μg/kg) ou SM-3 (10 μg/kg) durante 14 

dias sobre os pesos relativos dos órgãos de camundongos machos (Mus musculus). .............. 48 

Tabela 5: Efeito do tratamento com SM-2 e SM-3 na análise histopatológica (H & E) do 

estômago, fígado e rim. ............................................................................................................ 49 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

± SEM: Mais ou menos o erro padrão da média 

°C: Grau Celsius 

µg: Micrograma 

µl: Microlitro 

AINES: 

ALT:  

Anti-Inflamatórios não esteroidais 

Alanina aminotransferase 

ANOVA: 

AST: 

Análise de Variância 

Aspartato aminotransferase 

ATM: Articulação Temporomandibular 

ATP: 

BVD: 

Trifosfato de adenosina 

Biliverdina 

CAPES: Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior 

CEUA: Comissão de Ética no Uso de Animais 

CNPq: Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

CO: 

DC-TMD: 

Monóxido de carbono 

Critério de diagnóstico para disfunção temporomandibular 

DTM: Disfunção temporomandibular 

FUNCAP: Fundação Cearense de Apoio ao Desenvolvimento Científico e 

Tecnológico 

g: Grama 

GMPc/cGMP: Monofosfato cíclico de guanosina 

HO-1: 

i.art: 

i.p: 

Hemeoxigenase-1 

Intra-articular 

Intraperitoneal 

i.v.: Intravenoso 

ICAM-1: Molécula de adesão intercelular 1 

INCT- IBSAB: Instituto de Biomedicina do Semiárido Brasileiro 

iNOS: Óxido nítrico sintetase induzível 

K
+

ATP: Canal de potássio sensível ao ATP 

LAFS: Laboratório de Farmacologia de Sobral 

mg: Miligrama 



mg/kg: Miligrama por quilo 

n: Número da amostra 

NaCl: Cloreto de Sódio 

nm: Namômetro 

NO: 

OPPERA: 

Óxido Nítrico 

Avaliação Prospectiva e Avaliação de Risco  

per.os.: Via oral 

p<0,05: Probabilidade de erro estatístico 5% 

RPM: Rotações por minuto 

s.c.: Subcutânea 

s: Segundos 

SNC: 

SNP: 

Sistema Nervoso Central 

Sistema Nervoso Periférico 

SPSS: Statistical Package for the Social Sciences 

TNF-α: Fator de necrose tumoral alfa 

v.o.: Via oral 

ZnPP-IX: Zinco protoporfirina-IX 

RDC-TMD: 

 

Critério de Diagnóstico em Pesquisa para DTM  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO ................................................................................................................... 15 

2 REFERENCIAL TEÓRICO .............................................................................................. 17 

2.1 Dor Orofacial .................................................................................................................... 17 

2.2 Disfunção Temporomandibular (DTM) ......................................................................... 20 

2.3 Vias de regulação endógena na inflamação da ATM .................................................... 23 

2.3.1 Heme-oxigenase-1 .......................................................................................................... 23 

2.3.2 Óxido Nitrico (NO) ......................................................................................................... 25 

2.4 Modelo de dor inflamatória na ATM induzida por formalina ..................................... 27 

2.5 Gênero Stemodia ............................................................................................................... 28 

2.5.1 Stemodia marítima Linn. ................................................................................................ 28 

2.6 Metabólitos secundários e derivados semissintéticos .................................................... 30 

3 JUSTIFICATIVA ................................................................................................................ 32 

4 OBJETIVOS ........................................................................................................................ 33 

4.1 Objetivo geral .................................................................................................................... 33 

4.2 Objetivos Específicos ........................................................................................................ 33 

5 MATERIAIS E MÉTODOS ............................................................................................... 34 

5.1 Modelo Animal e princípios bioéticos ............................................................................. 34 

5.2 Compostos semissintéticos SM-2 e SM-3 ........................................................................ 34 

5.3 Estudo da toxicidade in vivo do SM-2 e SM-3 ................................................................ 35 

5.4 Delineamento Experimental ............................................................................................ 36 

5.4.1 Avaliação do efeito antinociceptivo e anti-inflamatório do SM-2 e SM-3 na 

hipernocicepção inflamatória induzida por formalina na ATM de ratos ............................. 36 

5.4.2 Injeções intra-articulares ............................................................................................... 37 

5.4.3 Testes comportamentais para a avaliação da resposta nociceptiva induzida pela 

Formalina ................................................................................................................................ 38 



5.4.4 Avaliação do envolvimento da via HO-1 no efeito antinociceptivo de dois derivados 

semissintéticos (SM-2 e SM-3) na hipernocicepção inflamatória induzida por Formalina na 

ATM ......................................................................................................................................... 39 

5.4.4.1 Drogas utilizadas para  avaliação do envolvimento da via HO-1 ............................... 39 

5.4.4.2 Grupos Experimentais do envolvimento da Via HO-1 ................................................. 40 

5.4.5 Avaliação do envolvimento da via NO dependente no efeito antinociceptivo de dois 

derivados semissintéticos (SM-2 e SM-3) na hipernocicepçãoinflmatória induzida por 

Formalina na ATM ................................................................................................................. 41 

5.4.5.1 Drogas utilizadas para  avaliação do envolvimento da via NO................................... 41 

5.4.5.2 Grupos Experimentais do envolvimento da Via NO ..................................................... 41 

5.5 Teste Rotarod para analisar atividade ansiolítica dos derivados semissintéticos SM-2 

e SM-3 ...................................................................................................................................... 42 

5.6 Análise Estatística ............................................................................................................. 43 

6 RESULTADOS .................................................................................................................... 45 

6.1 Ensaio de toxicidade aguda e subcrônica ....................................................................... 45 

6.1.1 Taxa de sobrevida ........................................................................................................... 45 

6.1.2 Alterações comportamentais .......................................................................................... 46 

6.1.3 Alterações do peso corporal ........................................................................................... 47 

6.1.4 Avaliação da hepatoxicidade .......................................................................................... 47 

6.1.5 Peso relativo dos órgãos dos animais ............................................................................. 48 

6.1.6 Análise histopatológica ................................................................................................... 49 

6.2 Estudo da dose-resposta de SM-2 e SM-3 na hipernocicepção inflamatória induzida 

por formalina na ATM de ratos ............................................................................................ 50 

6.3 Envolvimento da HO-1 na atividade antinociceptiva do SM-2 e SM-3 na 

hipernocicepção inflamatória Induzida por Formalina na ATM de ratos ....................... 51 

6.4 Envolvimento do Óxido Nítrico Na Atividade Antinociceptivado SM-2 e SM-3 Na 

Hipernocicepção Inflamatória Induzida Por Formalina Na ATM De Ratos.................... 52 

6.5 Efeito do composto semissintético SM-2 e SM-3 no teste do Rotarod .......................... 53 

7 DISCUSSÃO ........................................................................................................................ 55 



8 CONCLUSÃO ...................................................................................................................... 60 

REFERÊNCIAS ..................................................................................................................... 61 

ANEXO A ................................................................................................................................ 75 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



15 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

O termo Disfunção Temporomandibular (DTM) refere-se a um conjunto de distúrbios 

funcionais que manifesta um largo quadro de problemas clínicos, que envolvem os músculos 

mastigatórios, a articulação temporomandibular (ATM) e as estruturas associadas (DE 

LEEUW et al., 2018; POLUHA et al., 2019). Além das explicações biomecânicas, essas 

desordens envolvem, adicionalmente, fatores resultantes de uma interação de causas de 

múltiplos domínios, entre psicológico, ambiental, temporal e genético (SLADE et. al., 2016; 

SMITH et al., 2019). 

Os estímulos nociceptivos, químicos e mecânicos, para a região orofacial são 

recebidos pelos neurônios terminais periféricos, nociceptores, cujo corpo celular se encontra 

no gânglio trigeminal (GT). Essas informações orofaciais nocivas são, então, transmitidas ao 

subnúcleo espinhal caudal do trato espinal do nervo trigêmeo e à medula espinhal cervical 

superior (C1-C2), onde são posteriormente transmitidas às regiões somatossensoriais corticais 

e ao sistema límbico por meio do tálamo, levando à percepção da dor (SHINODA et. al., 

2019). 

Na inflamação da ATM, mediadores inflamatórios como citocinas, óxido nítrico (NO), 

bradicinina, substância P, trifosfato de adenosina (ATP) são liberados pelos tecidos e exercem 

papel de comunicação celular, sensibilização neuronal e possível perpetuação da condição 

álgica (CHAVES et al., 2005; SESSLE, 2011). 

Os sinais e sintomas das DTMs podem restringir a função normal e causar dor 

muscular e articular, ruído das articulações e sensibilidade muscular (SLADE et al., 2016). 

Essa dor afeta o convívio social, em termos de cuidados de saúde e diminuição da 

produtividade (LARSON et al., 2019). 

Por possuir caráter multifatorial, diagnóstico de difícil classificação, mecanismos que 

visam a manutenção da dor, por vezes incapacitante, e por procura tardia de tratamento, 

quando a dor já tem se tornado crônica, lançar mão de abordagens farmacológicas para o 

alívio sintomático das dores existentes na DTM torna-se crucial para a obtenção de qualidade 

de vida pelos pacientes, funcionando, assim, como adjuvante ou tratamento principal para a 

DTM (OKESON, 2008; SESSLE, 2013). 

Nesse contexto, os produtos naturais são, muitas vezes, a única forma terapêutica de 

vários grupos étnicos e de comunidades em diversas partes do mundo (BRAZ-FILHO, 2010; 
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VAL et al., 2014). Os produtos naturais e suas estruturas moleculares têm uma longa tradição 

como valiosos pontos de partida para a química medicinal e a descoberta de medicamentos 

(RODRIGUES et al., 2016). 

Logo, o estudo de produtos naturais, como a Stemodia maritima Linn, seus derivados, 

como estemodina, e substâncias semissintéticas obtidas a partir dessas estruturas podem 

demonstrar resultados promissores na busca de novas substâncias que auxilie na terapêutica 

da dor na ATM. 

A Stemodia maritima Linn. é uma planta utilizada por populações da Região Nordeste 

do Brasil para tratar algumas doenças, entre elas as de origem inflamatórias  (RODRIGUES et 

al., 2010). Estudos recentes demostraram o efeito antinociceptivo e anti-inflamatório da 

Stemodia maritima L. e de seu derivado estemodina, obtido de suas folhas, na dor 

inflamatória da ATM (AZEVEDO, 2019).  

Nesse contexto, o Laboratório de Fitoquímica Aplicada (LABFITO) – UFC – Campus 

do Pici - Fortaleza obtiveram dois semissintéticos, denominados SM-2 e SM-3, derivados da 

estemodina (SM-1), um diterpeno estemodano isolado da Stemodia maritima Linn.  

Desse modo, o presente estudo se dispôs a investigar a segurança e a eficácia 

antinociceptiva desses derivados semissintéticos, SM-2 e SM-3, em modelo experimental de 

dor inflamatória na ATM de ratos, bem como o mecanismo de ação desses compostos e, 

assim, podendo contribuir para uma nova abordagem terapêutica no tratamento da dor na 

ATM. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO  

 

2.1 Dor Orofacial 

 

A dor fisiológica desempenha um papel importante no mecanismo de defesa do 

organismo e é essencial para suportar vários processos vitais (SHINODA et. al., 2019). Por 

tempo, a dor foi dividida em dor aguda ou dor crônica, porém a Associação Internacional para 

o Estudo da Dor, para fins de estudo e tratamento, atualmente, divide-a em três tipos, de 

acordo com a origem mecanística: nociceptiva, neuropática ou nociplástica (RAJA et al., 

2020, LARSON et al., 2019; TROUVIN et al., 2019 ).  

A dor nociceptiva está associada à lesão real ou iminente do tecido, ocorrendo de 

forma aguda e resolvendo-se com a cicatrização do tecido ou o quando o estímulo nocivo 

cessa. A dor neuropática é causada por doença ou lesão do sistema nervoso somatossensorial, 

e pode tornar-se crônica, e a dor nociplástica está associada a alterações no sistema nervoso 

que fazem com que o corpo registre dor quando não há lesão real ou iminente do tecido, 

quando há a sensibilização periférica e central (LARSON et al., 2019; TROUVIN et al., 

2019). 

 A dor na região orofacial, uma das áreas mais representadas no córtex cerebral, 

apresenta diagnóstico desafiador dentre as dores que podem acometer o corpo humano, isso se 

deve à complexidade do sistema trigeminal, a alta frequência de dor referida na região 

craniofacial e à alta prevalência de diagnósticos de dor nesta área.  Os padrões de referência 

de dor são complexos, muitas vezes com sintomas que podem se sobrepor, tendo, assim, uma 

expressão bastante particular (ANANTHAN; BENOLIEL, 2020; RENTON T, 2017). A 

maioria das doenças craniofaciais dolorosas agudas é facilmente reconhecida e bem tratada, 

mas outras, especialmente aquelas que são crônicas, como enxaqueca, DTM e neuropatias 

trigeminais, apresentam desafios de serem tratadas de forma mais eficaz (CHICHORRO et 

al., 2017). 

De fato, a dor orofacial é uma condição comum, podendo tornar-se bastante complexa, 

com sintomas de dor e incapacidade que afetam várias regiões craniofaciais, envolvendo 

tecidos moles e duros da cabeça, face e pescoço, como dentes, músculos mastigatórios, 

língua, articulação temporomandibular (ATM) e nervo trigêmeo (MOYAEDI, 2019; 

SHIMADA et al., 2019). As dores orofaciais podem incluir dores odontogênicos, em tecidos 

moles, patologias neurogênicas, dores psicogênicas, câncer, infecções, fenômenos 
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autoimunes, trauma tecidual, problemas na articulação temporomandibular (ATM) e nos 

tecidos associados (CARRARA; CONTI; BARBOSA, 2010; DE ROSSI, 2013; DE ROSSI, 

2014). As características comuns de tais condições são a hiperalgesia mecânica primária ou 

hipersensibilidade no local da lesão e a hiperalgesia mecânica secundária, assim como pode 

ocorrer alodinia (SHIBUTA et al, 2012). 

Diversos estudos relatam que a dor orofacial possui um alto grau de prevalência na 

população mundial (GUPTA et al., 2016). De fato, pesquisas demonstram que essa 

prevalência de dor na região orofacial foi entre 16,1 e 33,2% na população mundial 

(ANANTHAN; BENOLIEL, 2020). A Sociedade Brasileira para o Estudo da Dor (SBED) 

estima que mais de 10 milhões de pessoas no Brasil são acometidas por esta condição, 

tornando-a um significativo problema de saúde pública, relacionado a gastos financeiros e ao 

impacto na qualidade de vida dos pacientes. Anualmente, só nos Estados Unidos, são gastos 

mais de US $100 bilhões no tratamento da dor orofacial e de DTM (HEAGGMAN-

HENRIKSON et al., 2017). 

A dor orofacial é transmitida ao Sistema Nervoso Central (SNC) através da via 

trigeminal. O nervo trigêmeo, o quinto (V) par de nervos cranianos, cujo corpo celular se situa 

no gânglio trigeminal, apresenta três ramos, que são o oftálmico, o maxilar e o mandibular, 

controlando, assim, a musculatura da mastigação e a sensibilidade orofacial. Logo, é um 

nervo com função mista (motora e sensitiva), com predomínio de função sensitiva, sendo o 

principal responsável pelas informações nociceptivas da região orofacial. As projeções 

mandibular, oftálmica e maxilar estão localizadas predominantemente nas regiões dorsal, 

ventral e medial do corpo, respectivamente (DE ROSSI, 2013; SESSLE, 2005; SHINODA et 

al.,2019). 

Os corpos celulares dos neurônios aferentes trigeminais estão localizados no gânglio 

trigeminal, que é estruturalmente semelhante ao gânglio da raiz dorsal da medula espinal. No 

gânglio trigeminal, cada um destes neurônios presentes possui um axônio que se projeta para 

os tecidos periféricos e outro que se projeta centralmente através do tronco cerebral 

ipsilateral, onde realiza sinapses com os neurônios de segunda ordem, especialmente no 

complexo nuclear trigeminal espinhal, o qual inclui o núcleo sensorial principal, núcleo 

mesencefálico, núcleo motor e o núcleo do trato espinhaltrigeminal, sendo este último 

dividido em três subnúcleos: oral, interpolar e caudal (DE ROSSI, 2013; LAVIGNE e 

SESSLE, 2016; SESSLE, 2005; SHINODA et al., 2019) (FIGURA 1). 
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              Figura 1. Representação esquemática da via sensitiva principal da região facial. 

 

                         Fonte: SESSLE, 2005. 

 

O aspecto sensorial do nervo trigêmeo recebe informações dos receptores que 

codificam estímulos tácteis, nociceptivos, proprioceptivos e de temperatura da face, músculos 

faciais e mastigatórios e cavidade oral (MOYAEDI, 2019; SESSLE, 2000). 

O subnúcleo caudal é a principal via de transmissão do tronco encefálico para as 

informações nociceptivas do nervo trigêmeo. Estudos anteriores evidenciaram que o 

subnúcleo caudal é o correspondente ao corno dorsal da medula espinhal na condução da 

sensibilidade térmica e dolorosa da região orofacial, possuindo duas populações de neurônios 

nociceptivos, os neurônios de campo dinâmico amplo (WDR) e os neurônios nociceptivos 

específicos (NE) (SESSLE, 2000; SESSLE, 2009; SESSLE, 2011; LAVIGNE e 

SESSLE,2016). 

A sensibilização de nociceptores, na região orofacial, faz com que potenciais de ação 

sejam propagados até o subnúcleo caudal do nervo trigêmeo no tronco encefálico, fazendo 

com que ocorram modulação e sensibilização dos neurônios de segunda ordem, que podem 

ascender e transmitir estímulos para serem identificados como dor nas estruturas superiores 

do córtex somatossensorial do encéfalo no sistema nervoso central. Também, componentes do 

tronco cerebral, tálamo e outras estruturas como substância cinzenta periaquedutal e núcleo 

magno da rafe, participam da modulação da informação nociceptiva (SESSLE, 2000; SESSLE, 

2005; SHINODA et al., 2019). 
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Os nociceptores podem desenvolver um aumento prolongado na excitabilidade após a 

lesão do tecido ou inflamação, tanto que podem desenvolver atividade contínua (ou seja, 

"espontânea") e tornarem-se mais responsivos à estimulação nociva ou mesmo começar a 

responder a estímulos que são normalmente inócuos. Este processo, denominado 

''sensibilização periférica'' pode contribuir para o aumento da sensibilidade de um tecido 

lesado ou inflamado (CHICHORRO et al., 2017; SESSLE, 2011). 

A ativação ou sensibilização periférica das terminações nociceptivas envolve muitos 

tipos diferentes de mediadores químicos, como citocinas, prostaglandinas, glutamato, ácido 

gama amino butírico [GABA], serotonina [5-HT], noradrenalina, neuropeptídeos, entre 

outros. Alguns desses mediadores produzem um aumento na excitabilidade das terminações 

aferentes nociceptivas, sensibilização periférica, e outros podem exercer efeitos inibitórios, 

influenciando a percepção da dor (CAIRNS; REN, TAMBELI, 2014; CHICHORRO et al., 

2017; SESSLE, 2011). 

O aumento da compreensão adquirida do processamento fisiológico e patológico da 

dor orofacial e da nocicepção no sistema trigeminal fornece novas perspectivas para melhores 

abordagens nos tratamentos atualmente disponíveis, bem como para o desenvolvimento de 

novas terapias analgésicas, com alvos em receptores periféricos, em neurônios aferentes 

primários, no subnúcleo caudal do trigêmeo, e no cérebro, assim como modulação do sistema 

inibitório descendente da dor (CHICHORRO et al., 2017; CAIRNS, 2010). 

 

2.2 Disfunção Temporomandibular (DTM) 

 

A Disfunção Temporomandibular (DTM) têm se apresentado como a dor orofacial de 

maior frequência na população, estando atrás apenas das dores odontogênicas (DE ROSSI et 

al., 2014; SHIMADA et al., 2019). É caracterizada por englobar um grupo de condições 

musculo esqueléticas e neuromusculares, envolvendo músculos mastigatórios, a articulação 

temporomandibular (ATM) e tecidos associados, podendo gerar alodínia, dor espontânea e 

hiperalgesia (DE LEEUW et al., 2013; GREENE et al., 2010; SESSLE, 1999). 

Diversos estudos demonstram que aproximadamente um terço da população mundial 

tem sintomas de DTM, com a prevalência na população geral variando em torno de 20% a 

50% em função dos diversos protocolos de diagnósticos (MARKLUND, 2009; 

MAGALHÃES et al., 2014; HABIB et al., 2015), e com uma incidência de 4% ao ano 

(SLADE et al., 2013).  
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Bertoli et al. (2018), em um estudo transversal de população de adolescentes 

brasileiros, encontraram que sintomas de DTM estão presentes em 34,9% da amostra 

estudada, sendo a dor do tipo miofascial a mais predominante, presente em 10,3%. De Melo 

Júnior et al. (2019) realizaram um estudo transversal com 1.342 adolescentes de 10 a 17 anos, 

em Recife, no Brasil, para avaliar a prevalência de disfunção temporomandibular e fatores 

associados. Eles observaram que a prevalência de DTM entre adolescentes foi alta (33,2%), 

independente da idade ou da classe econômica. Além disso, gênero, cefaleia/enxaqueca, dor 

crônica e nível de dor crônica tiveram associação estatisticamente significativa com DTM. 

Além desses dados epidemiológicos, também se tem demostrado uma maior 

prevalência dos sintomas nas mulheres do que nos homens, em uma proporção de 4:1 (ACRI 

et al., 2019; FERREIRA et al., 2016). Sabe-se também que a sensibilidade dos músculos 

mastigatórios e da ATM estão presentes em cerca de 15% e 5%, respectivamente, da 

população. Além disso, é comum ver artralgia e mialgia no mesmo paciente (ANANTHAN; 

BENOLIEL, 2020). 

A etiologia das DTMs é bastante complexa, com origem multifatorial. Nesse contexto, 

em 2004, o Instituto Nacional de Saúde (NIH) dos EUA buscou propostas para um estudo de 

coorte prospectivo para identificar a incidência de dor, disfunção craniofacial e seus fatores de 

risco, que se seguiu posteriormente financiando um projeto intitulado Dor Orofacial: 

Avaliação Prospectiva e Avaliação de Risco (OPPERA). Assim, uma variedade de fatores de 

risco foi medida, variando de genótipos a fenótipos intermediários, de sofrimento psicológico, 

amplificação de dor, influência ambiental e aspectos clínicos da própria DTM. Logo, 

verificando alguns fatores de risco anteriormente implicados, refutando outros e lançando 

uma nova luz sobre a etiologia da DTM (SLADE et al., 2016). 

De fato, vários fatores podem estar implicados na etiologia da disfunção 

temporomandibular (DTM), incluindo idade, gênero, condições psicológicas, como estresse, 

depressão e ansiedade, assim como alterações do sono, sintomas somáticos, doenças 

sistêmicas, hábitos parafuncionais, trauma facial, condições genética, condições sócio 

demográficas(ACRI et al., 2019; MONTEIRO et al., 2011; SMITH et al., 2019; SLADE et 

al., 2013; SLADE et. al., 2016). Além desses, o tempo adiciona outra dimensão, com vários 

fatores de risco exercendo influências por alguns anos antes que a DTM se manifeste e com 

alguns flutuando conforme a condição se desenvolve e progride ou regride (SLADE et. al., 

2016). 
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Evidências apontam um papel para contribuições genéticas na DTM. Nesse contexto, 

Pleshet al. (2012), em um estudo de caso-controle, com gêmeos, analisaram se as influências 

genéticas compartilhadas são responsáveis pela associação entre dor de disfunção 

temporomandibular (DTM) e enxaqueca, demonstrando herdabilidade de 27%, associada a 

polimorfismos em genes. Adicionalmente, Smith et al. (2019), em um estudo de coorte 

(OPPERA), relatou evidências genéticas e comportamentais que apoiam um novo mecanismo 

pelo qual determinados genes e suas expressões moderam a resiliência à dor crônica. Este 

efeito é específico do sexo masculino e pode justificar as taxas mais baixas de DTM dolorosa 

em homens. 

Sabe-se que as DTMs incluem sinais e sintomas que podem restringir a função normal 

do sistema estomatognático, resultando em função articular comprometida e redução da 

abertura da boca e dos movimentos mandibulares (ACRI et al., 2019; LI et al., 2017). 

Ademais, percebe-se que durante o exame clínico de pacientes acometidos por DTM, 

frequentemente ocorre hipersensibilidade à palpação dos músculos mastigatórios e da ATM, 

além da presença de ruídos articulares (estalidos e crepitações), de sensibilidade dolorosa em 

músculos cervicais, zumbido, cefaleias, dificuldade para dormir e consequente piora da 

qualidade de vida, com grande impacto socioeconômico (BLANCO-AGUILERA et al.,  

2017; OHRBACH; DWORKIN, 2016; SKOG et al., 2019). 

Slade et al. (2014) em estudo de coorte prospectivo de Dor Orofacial (OPPERA) 

associou a  sensibilização central a hipersensibilidade à dor, correlacionando com as 

disfunção temporomandibular dolorosa (DTM), ajudando a entender que os sintomas de dor 

da DTM podem ter consequências que se espalham para além da região orofacial. 

Nos últimos anos, a comunidade internacional tem buscado padronizar a classificação 

para diagnóstico das DTMs. Inicialmente, estabeleceu-se o Critério de Diagnóstico em 

Pesquisa para DTM (RDC/TMD), assim conseguindo mais uniformidade nos diagnósticos 

dessa desordem. Ao longo dos anos e acompanhando sua ampla aplicação em pesquisas, o 

RDC/TMD passou por um extenso processo de validação e atualização. Assim, a última 

classificação, denominado de DC/RDC, ocorreu pela necessidade de adição de novos 

instrumentos para avaliar o comportamento da dor, o estado psicológico e o funcionamento 

psicossocial, sendo de melhor aplicabilidade para uso em ambientes clínicos e de pesquisa 

(DE MELO JÚNIOR et al., 2019; MOUFTI et al., 2011; OHRBACH, DWORKIN, 2019; 

SCHIFFMAN et al., 2014). 
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Após uma classificação diagnóstica, o tratamento das DTMs deve ser inicialmente 

conservador e multidisciplinar. As possibilidades terapêuticas incluem placas oclusais, 

laserterapia, TENS, acupuntura, exercícios mandibulares, orientações sobre autocuidado 

incluindo alimentação, atividade física, prática de meditação, procedimento de fisioterapia, 

agulhamento seco e agentes farmacológicos (ACRI et al., 2019; LOMAS et al., 2018; 

GAUER, SEMIDEY, 2015; GREENE et al., 2010).  

A terapia farmacológica engloba agentes como relaxantes musculares, 

corticosteroides, antidepressivos para dor crônica, sendo os anti-inflamatórios não esteroidais 

(AINEs) os mais utilizados. Entretanto, sabe-se que os AINES quando usados por tempo 

prolongado, podem causar distúrbios no organismo do indivíduo, como alterações 

gastrointestinais (ACRI et al., 2019; CAIRNS et al., 2010; FINE, 2013; HEIR, 2018). 

De fato, as desordens temporomandibulares dolorosas (DTMs) são a principal causa 

de dor orofacial crônica, afetando as atividades da vida diária de um indivíduo, o 

funcionamento psicossocial, o trabalho e a qualidade de vida. Nesse sentido, faz-se necessário 

mais pesquisas que envolvam descobertas relacionadas aos mecanismos moleculares 

subjacentes, que ainda permanecem obscuros, permitindo, assim, aprimorar estratégias 

terapêuticas farmacológica, com alvos moleculares e, dessa forma, conseguir proporcionar 

uma melhor qualidade de vida para essas pessoas (ACRI et al., 2019; SMITH et.al, 2018 ). 

 

2.3 Vias de regulação endógena na inflamação da ATM 

 

2.3.1 Heme-oxigenase-1 

 

A via da hemeoxigenase (HO) desempenha um papel importante nos sistemas 

biológicos, regulando e modulando respostas causadas por inflamação e pelo estresse 

oxidativo, sendo seus efeitos biológicos amplamente atribuíveis à sua atividade enzimática, 

que atua na metabolização do grupo heme gerando três subprodutos: o monóxido de carbono 

(CO), a biliverdina (BVD) e o ferro ferroso (Fe
2+

) (CHAVES et al., 2018; FACCHINETTI., 

2020; PAIXÃO AO et al. 2020). 

Duas isoenzimas distintas de HO foram identificadas como produtos de genes 

diferentes: heme oxigenase-1 (HO-1), a isozima induzível, que é constitutivamente expressa 

em células do fígado e em linfócitos T CD4
+
/CD25

+
, ressaltando sua importância para o 

sistema imunológico e HO-2, a isozima constitutiva, sendo expressa nos tecidos, estando 
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onipresente em todo o organismo (MAINES et al., 1988; RYTER, 2019; PAIXÃO AO et al., 

2020) 

Entre as diferentes isoformas de HO, HO-1 é considerada de grande interesse em 

pesquisa, pois na maioria dos tecidos, HO-1 é indetectável em condições basais, mas 

altamente induzível em várias condições fisiopatológicas de estresse, inflamação, fatores 

como luz ultravioleta, hipóxia, metais pesados, óxido nítrico, citocinas inflamatórias, etanol, 

prostaglandinas e choque térmico (PAIXÃO AO et al., 2020; RYTER, 2019; WAZA et al., 

2018). 

De fato, a isoforma Hemoxigenase-1 (HO-1) vem sendo bastante pesquisada devido às 

suas potentes propriedades protetoras, desempenhando ações anti-inflamatórias, 

antioxidantes, antiapoptóticas e antiproliferativas, e exercendo funções citoprotetoras em 

diversos tipos celulares, bem como em diferentes tipos de lesões em modelo animal e em 

humanos (PAIXÃO AO et al., 2020; RYTER, 2019; WAZA et al., 2018). 

Pesquisas realizadas anteriormente relatam que diferentes indutores de HO-1 ativam 

diversasvias de sinalização dependentes da fosforilação de proteínas que, em última análise, 

regulam a expressão de determinados genes, ativando uma ampla variedade de fatores de 

transcrição (WAZA et al., 2018). 

O real mecanismo subjacente responsável pelas propriedades antiinflamatórias de HO-

1 somente foi parcialmente elucidado. Sabe-se que o ferro derivado de HO pode promover a 

síntese de ferritina, uma molécula citoprotetora, que sequestra o ferro ativo redox intracelular 

em uma forma inerte (VILE et al., 1993; RYTER, 2019). Entretanto, em altas concentrações 

intracelulares, pode causar dano à célula e ao DNA (WAS et al., 2010). 

Além do ferro, outro subproduto do catabolismo da HO, a BVD, possui função 

citoprotetrora, sendo reduzida à bilirrubina por uma enzima citosólica, a biliverdina redutase. 

Essa bilirrubina reage diretamente com espécies reativas de oxigênio, neutralizando sua 

propagação no ambiente intracelular, sendo, em diversos estudos, comprovado que pequenas 

concentrações de biliverdina agem como um potente agente antioxidante (PAIXÃO AO et al., 

2020; RYTER, 2019).  

Estudos demostram que o CO, outro subproduto gerado da degradação do grupo heme, 

atua como um agente antiinflamatório eficiente em vários modelos de inflamação in vitro e in 

vivo, participando do aumento da produção de citocinas anti-inflamatórias (OTTERBEIN et 

al., 2000) e interferindo com a diminuição da adesão de leucócitos ao endotélio vascular, 

dentre outras ações (HAYASHI et al., 1999;  WAZA et al. 2018). Apesar da toxicidade bem 
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elevada de CO em alta concentração, duas décadas de pesquisa revelaram que baixas de CO 

podem conduzir como vias de transdução de sinal intracelular (RYTER, 2006; RYTER, 

2019). 

Sabe-se que pesquisas têm conseguido comprovar a ação de sinalização do CO, 

juntamente a ação da biliverdina/bilirrubina e sequestro de ferro pela ferritina, que podem 

contribuir na melhora da inflamação (OTTERBEIN et al., 2000; WAZA et al.,2018). 

Ademais, estudos sugerem um efeito anti-inflamatório da via da HO-1/BVD/CO, ao se 

demonstrar que a inibição da HO-1 pelo Zinco protoporfirina-IX (ZnPP-IX), um inibidor 

específico de HO-1, aumenta a expressão de moléculas de adesão, bem como a liberação de 

mediadores pró-inflamatórios (HUALIN et al., 2012). 

Estudos demonstram que HO-1 é expresso no tecido sinovial e em monócitos do 

sangue periférico de pacientes com artrite reumatoide (BENALLAOUA et al., 2007; 

KOBAYASHI et al., 2006). De fato, Benallaoua et al. (2007) demostraram em um modelo de 

artrite não autoimune em camundongos, uma resposta antiinflamatória protetora da regulação 

positiva de HO-1, sugerindo que HO-1 induzido exogenamente pode ter potencial como 

terapia na fase aguda da artrite inflamatória em humanos. 

Em outro estudo e corroborando com esses dados, Chaves et al., (2018) pesquisaram o 

papel da HO e seus metabólitos, monóxido de carbono (CO) e biliverdina (BVD), na artrite da 

articulação temporomandibular (ATM) induzida por zymosan em ratos, conseguindo 

demonstrar que a indução de HO-1 por produtos finais da via HO-1, suprimiu o 

desenvolvimento de inflamação e hipernocicepção na artrite da ATM, através de análises 

histopatológicas e bioquímicas. A análise imuno-histoquímica deste estudo mostrou aumento 

da expressão de HO-1 em sinoviócitos, condrócitos e neutrófilos da ATM com artrite 

induzida por zymozan, sugerindo que essas células provavelmente estão envolvidas na síntese 

de citocinas e podem ser moduladas pelo HO-1/Via BVD/CO. Ademais, foi o primeiro estudo 

a basear a noção de que a via do canal de K + sensível a HO / CO / cGMP / ATP pode 

modular a hipernocicepção inflamatória durante a artrite da ATM induzida por zymosan.  

O conhecimento dessa via e a identificação de indutores HO-1 não citotóxico pode 

representar uma nova abordagem para combater várias respostas oxidativas e inflamatórias 

(WAZA et al., 2018). Logo, podem-se sugerir a partir dessas pesquisas novos alvos 

farmacológicos da condição dolorosa inflamatória da ATM. 

2.3.2 Óxido Nitrico (NO) 
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O óxido nítrico (NO) é um gás produzido nos sistemas biológicos, através da reação 

bioquímica entre L-arginina, fonte do nitrogênio de seu grupo guanidino terminal, e o 

oxigênio molecular (O2), sendo catalisado pela enzima óxido nítrico sintetase (NOS). O NO 

modula um amplo espectro de condições fisiológicas e fisiopatológicas (MONCADA et al., 

1991; SPILLER, et al., 2019).  

Três isoformas distintas da NOS foram identificadas, que incluem NOS neuronal ou 

do tipo I (NOSn), inicialmente isolada do tecido neural, e NOS endotelial ou do tipo III 

(NOSe), isolada do endotélio, sendo essas duas isoformas consideradas constitutivas e 

dependente de um aumento na concentração de cálcio no tecido para atividade. Além dessas 

duas formas constitutivas, foi identificada uma isoforma induzida (NOSi) ou do tipo II, 

independente de cálcio, isolada inicialmente de macrófagos e sendo expressa sob certas 

condições, como inflamação, estresse oxidativo e processos patológicos (PALMER et al., 

1987; BREDT et al., 1991; FAN et al., 2012; SESSA et al., 1992 ; XIE et al., 1994). 

Ademais, sabe-se o NO produzido pode ativar a via da enzima guanilato ciclase 

solúvel, que leva a produção do segundo mensageiro GMPc, cuja elevação dos níveis 

intracelulares, no neurônio nociceptivo, inibe a hipersensibilidade (BEZERRA et al., 2007; 

CUNHA et al., 1999; SHINODA et al., 2019). De fato, estudos demostraram que a ativação 

dessa via guanilato ciclase se dá pelo aumento da condutância de íons K
+
, pela abertura de 

canais de potássio, ATP dependente (K
+
 ATP). O cGMP ativa a proteína kinase G dependente 

do cGMP, que ativa e modula vários tipos de moléculas alvo por fosforilação (FAN et al., 

2012; SACHS et al., 2004; SHINODA, et al., 2019). 

O papel do NO no aparecimento e manutenção da dor durante as doenças 

inflamatórias tem sido amplamente investigado (CINELLI et al., 2020; SPILLER, et al., 

2019). Na dor inflamatória articular, o NO é derivado de células residentes, articulares 

sinoviócitos e condrócitos, assim como por osteoblastos e osteoclastos, ou de novas células 

emigradas, como neutrófilos e monócitos (SPILLER et al., 2019). 

Sabe-se que durante um processo inflamatório, os neutrófilos migrantes ativados 

participam da cascata de eventos que levam à hiperalgesia mecânica ao produzir mediadores 

hipernociceptivos, como a prostaglandina E2, citocinas e NO, participando, assim, ativamente 

do desenvolvimento da dor (TRIPATHI, 2007; SPILLER, et al., 2019). 

Pesquisas anteriores demonstraram que na artrite induzida por zymosan, o tratamento 

profilático com L-NAME ou aminoguanidina inibiram a nocicepção e o influxo de leucócitos 

(ROCHA et al., 2003; SPILLER, et al., 2019). 
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Em outro estudo realizado por Chaves et al. (2011) foi demonstrado que a indução de 

artrite na articulação temporomandibular de ratos foi associada aos altos níveis de 

incapacidade relacionada à dor, infiltração de neutrófilos, aumento da expressão de iNOS e 

hipernocicepção mecânica, que foram inibidos por L-NAME (CHAVES et al., 2011). Outros 

estudos com indução de artrite na articulação temporomandibular por formalina tem 

demonstrado que o inibidor da NOS reduz significativamente a hiperalgesia em dor orofacial 

(JUNG et al., 2009; FAN et al., 2012). 

 

2.4  Modelo de dor inflamatória na ATM induzida por formalina 

 

Os modelos animais permitiram uma melhor compreensão dos mecanismos 

fisiológicos envolvidos nas condições dolorosas que afetam a articulação temporomandibular 

(ATM). Entre esses modelos podemos citar o teste de formalina orofacial em roedores, que é 

amplamente utilizado para se avaliar a ação de fármacos analgésicos ou de produto naturais 

com atividade antinociceptiva, sendo considerado um modelo pré-clínico bem estabelecido, 

válido e confiável, para investigar a eficácia de fármacos na região facial através da ativação 

de fibras do nervo trigêmeo (ABBOTT; FRANKLIN; WESTBROOK et al, 1995; 

DUBUISSON; DENNIS, 1977; CLAVELOU et al., 1995; LUCCARINI et al., 2006). 

A formalina é um agente químico que estimula as fibras nociceptivas de forma direta e 

indireta, evocando a resposta nociceptiva. Logo, o teste de Formalina baseia-se na indução de 

um dano tecidual, através desse estímulo químico, que mimetiza a dor aguda após lesão 

tecidual em humanos. (DALLEL et al., 1995; LUCCARINI et al., 2006, RABOISSON; 

DALLEL, 2004). 

 Esse modelo de teste é constituído por duas fases, sendo a primeira fase de curta 

duração (fase neurogênica), induzida por uma ativação direta das fibras nociceptivas C e a 

segunda fase, uma fase mais prolongada, tônica, (fase inflamatória), mediada pela estimulação 

contínua de nociceptorese por mediadores inflamatórios liberados do tecido lesado, que levam 

à sensibilização dependente da atividade dos neurônios do sistema nervoso central dentro do 

corno dorsal (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001). 

Estudos sugeriram uma modificação no teste de formalina para avaliar os mecanismos 

dolorosos provenientes da região orofacial de rato (CLAVELOU et al., 1989; ROVERONI, 

2001). Os pesquisadores concluíram que a injeção de formalina, diferentemente da solução 
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salina, prova exacerbação no ato de coçar a região orofacial, comportamento que sinaliza a 

resposta nociceptiva (CLAVELOU et al., 1995; ROVERONI, 2001). 

 

2.5 Gênero Stemodia 

 

O gênero Stemodia é inserido na família Plantaginaceae (tradicionalmente o gênero 

Stemodia era classificado na família Scrophulariaceae), representado por cerca de cerca de 60 

espécies, concentradas especialmente na América e na Austrália. (CHAMY et al., 1991; 

SCATIGNA 2020; SILVA, 2009; SOUZA, 2015). Representada por ervas e arbustos, é um 

gênero de plantas de florescência, perenes com folhas simples, dentadas, sésseis, com 

filotaxia opostas cruzadas e presença de tricomas, possui Inflorecência em cachos, com flores 

em tom lilás (CHAMY et al., 1991; HASSLER, 2017). 

Variadas culturas em todo o mundo fazem uso das espécies do gênero Stemodia para 

tratar diversas doenças, como dor de estômago, edema, retenção de líquido e o tratamento de 

doenças venéreas. De fato, dados da literatura sugerem ação antiviral, citotóxica e larvicida da 

Stemodia, além de relatos do uso de Stemodia durantifolia para o tratamento de infertilidade. 

Nesse contexto, o estudo químico das espécies de Stemodia tem resultado em contribuições 

relevantes na elucidação estrutural e na síntese de compostos com atividades biológicas 

relevantes (ALLEN et al., 2006; CHAMY et al., 1991; RODRIGUES et al., 2010; SILVA et 

al., 2009). 

O estudo das espécies do gênero identificou algumas classes de metabólitos 

secundários, como compostos fenólicos, flavonoides, triterpenos esteroidais, curcubitacinas, 

esteroides glicosilados e diterpenos (RODRIGUES et al., 2010;   SILVA et al., 2008; SILVA; 

SILVEIRA; PESSOA, 2010). 

 

2.5.1 Stemodia marítima Linn. 

 

Stemodia marítima Linn. (Figura 2) é um arbusto perene, pertencente ao gênero 

Stemodia e à família Plantaginaceae. Essa espécie, conhecida como “mastruz-bravo” ou 

"melosa, cresce na Região Nordeste do Brasil, próximo à costa marítima, em áreas 

salinizadas, tendo sido identificada em outras áreas da América do Sul (RODRIGUES et al., 

2010; SILVA et al., 2006). 
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                   Figura 2. Foto de Stemodia maritima Linn. 

 

                     Fonte:https://www.flickr.com/photos/plants_of_russian_in_brazil/15015148887/in/photostream/ 

                     Foto de Alex Popovkin, Bahia, Brasil. 

 

O estudo químico de Stemodia maritima Linn. proporcionou o isolamento e 

conhecimento de compostos como Estemodina, estemodinosídeo, jaceidina, estemodinol, 

crenatosídeo, isocrenatosídeo, isoverbascosídeo e verbascosídeo (ALJANCIC et  al., 2010; 

ALLISON et al., 2017). 

A estemodina é o diterpeno estemodano mais relatado de S. maritima. Possui vários 

análogos hidroxilados obtidos por biotranformações microbianas, e alguns têm apresentado 

atividade antiviral (HANSON et al., 1994; BUCHANAN; REESE, 2001; CHEN et al., 2005). 

O Estemodinosídeo, outro composto da Stemodia maritima Linn., apresenta atividade 

antibacteriana contra cepas de Klebsiella pneumoniae e a Jaceidina, uma flavanona descrita 

em Stemodi amaritima, demostra atividade antioxidante, antibacteriana (ALJANCIC et al., 

2010; ALLISON et al., 2017).  

O crenatosídeo, obtido a partir das raízes de S. maritima, apresentou atividade 

antioxidante comparável à da vitamina C ( SILVA et al., 2014). Além disso, Crenatosídeo e 

isocrenatosídeo apresentam atividade antiviral, inibindo seletivamente a neuraminidase, que 

são cruciais para a replicação e infecciosidade do vírus (SILVA et al., 2014; CHEN et al., 

2016). 

Recentemente, Teixeira et al. (2017) demonstrou que as folhas da Stemodia marítima 

Linn possuem efeitos positivos no combate a perda óssea causada pela periodontite. Além 

https://www.flickr.com/photos/plants_of_russian_in_brazil/15015148887/in/photostream/
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desse estudo, Azevedo (2019) comprovou efeitos antiinflamatórios e antinociceptivos da 

Stemodia marítima Linn e do composto estemodina no modelo de hipernocicepção 

inflamatória induzida formalina. Nesse contexto, ressalta-se que os produtos naturais são 

estruturalmente diversos, com presença de metabólitos secundários que servem como fonte de 

estudo no desenvolvimento de novos fármacos. 

 

2.6 Metabólitos secundários e derivados semissintéticos 

 

A estemodina é um diterpeno, com esqueleto tetracíclico raro, conhecidos como 

estemodano (Figura 3), que caracterizam quimicamente as plantas do gênero Stemodia.  

 

                  Figura 3. Estruturas dos esqueletos estemodano 

 

                                                        Fonte: SILVA, 2017. 

 

 

Estes metabólitos secundários, os estemodanos, apresentam semelhança com a 

aphidicolina (Figura 4), um relevante agente citotóxico e antiviral isolado de culturas do 

fungo Cephalosporium aphidicola. Devido à semelhança e por relatos de apresentarem 

propriedades antiviral e citotóxica, esses metabólitos têm sido alvos de inúmeras 

biotransformações, resultando em diterpenoides rearranjados biologicamente ativos ( 

CHAMY et al., 1991; RUSSELL et al., 2011).  
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                                         Figura 4. Estrutura de aphidicolina 

 

                                            Fonte: SILVA, 2017. 

 

De fato, atualmente, com técnicas de separação e de identificação mais modernas, 

estes constituintes químicos são isolados, descritos, podendo ser muitas vezes modificados 

estruturalmente para alterar ou potencializar suas atividades biológicas, conseguindo, assim, 

ter uma maior atividade desejada em menores doses que os compostos naturais inalterados, 

além de não serem muitas vezes rapidamente metabolizados. Além disso, podendo interferir 

no custo de produção, eficiência de tempo, fácil controle de qualidade, regulamentação 

rigorosa. Esse aprimoramento de moléculas inicialmente naturais tornando-se posteriores 

análogos é uma notável evolução na produção e inovação biotecnológica de fármacos ( 

BRAZ-FILHO, 2010; NEWMAN, 2008; CRAGG; NEWMAN, 2013; DAVID et al.,  2015). 

Nesse contexto, a estemodina (SM-1) sofreu modificações químicas estruturais em sua 

molécula para a obtenção dos dois derivados semissintéticos, SM-2 e SM-3, que foram alvo 

deste estudo. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

Embora existam diversas modalidades de tratamento para as DTMs, o seu manejo 

clínico é complexo, devendo-se escolher em primeiro plano um método conservador, 

reversível e não invasivo. As terapias empregadas atualmente não são curativas, limitando-se 

a aliviar os sintomas da doença (CAIRNS et al., 2010; SASSI et al.,2018). As intervenções 

terapêuticas farmacológicas atuais utilizadas no tratamento de dores resultam, muitas vezes, 

em efeitos indesejáveis que limitam a sua utilidade clínica (ADEOLUWA, 2014). 

Nesse contexto, a crescente busca por agentes terapêuticos derivados de plantas 

justifica-se pela quantidade de doenças ainda sem tratamento efetivo e pelo reconhecimento 

científico de fitofármacos e derivados semissintéticos como importantes alternativas 

terapêuticas para o tratamento de desordens temporomandibulares. O estudo de compostos 

obtidos e derivados de plantas medicinais, como Stemodia maritima Linn, pode contribuir 

para desenvolvimento de alternativas farmacológicas capazes de ajudar no tratamento da dor 

inflamatória na ATM. De fato, esses estudos podem auxiliar na obtenção de dados para uma 

maior segurança farmacológica e, assim, menos efeitos adversos (RAMOS; DUARTE; 

JIMENEZ, 2015).  

Existem diversas evidências na literatura das propriedades terapêuticas de extratos 

provenientes da planta S. maritima usadas para vários propósitos medicinais, como ação 

antiviral, citotóxica, larvicida e antitumoral (RODRIGUES et al., 2010). Recentemente, 

Azevedo (2019) realizou estudos utilizando o modelo de hipernocicepção inflamatória 

induzida na ATM, comprovando a eficácia antiinflamatória e antinociceptiva da S. marítima e 

de seu composto isolado, estemodina, o que fez despertar o interesse na investigação das 

atividades biológicas e mecanismos de ação dos compostos semissintéticos, SM-2 e SM-3, 

obtidos a partir da estemodina (extraídos de folhas da Stemodiamaritima Linn.) no 

desenvolvimento de potenciais fármacos como novas alternativas terapêuticas de doenças 

inflamatórias na ATM. 
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo geral 

 

Investigar a segurança e a eficácia antinociceptiva de dois compostos semissintéticos, 

SM-2 e SM-3, no modelo de hipernocicepção inflamatória induzida na articulação 

temporomandibular de ratos. 

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

 Avaliar a toxicidade in vivo de dois derivados semissintéticos SM-2 e SM-3 em 

camundongos; 

 

 Investigar os efeitos antinociceptivo de SM-2 e SM-3 no modelo de hipernocicepção 

inflamatória induzida por formalina na ATM de ratos Wistar; 

 

 Investigar o mecanismo de ação SM-2 e SM-3, avaliando o envolvimento das vias HO-1 e 

NO no modelo hipernocicepção inflamatória induzida pela formalina na ATM de ratos; 

 

 Avaliar a influência de SM-2 e SM-3 na motricidade e coordenação motora dos animais 

através do teste Rotarod. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

5.1 Modelo Animal e princípios bioéticos 

 

Neste estudo foram utilizados 30 camundongos machos (Mus musculus) (25-30g), 

albinos, para determinação da toxicidade aguda e subcrônicados dos compostos 

semissintéticos (SM-2 e SM-3). Além desses animais, foram utilizados para avaliação da 

eficácia antinociceptiva e ação na motricidade, 95 ratos machos (Rattus novergicus), albinos, 

variação Wistar (180-220 g), em grupos com n=5, aleatoriamente distribuídos. 

Os animais foram provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do (UFC) 

e do biotério local da Faculdade de Medicina de Sobral, UFC-Campus Sobral e ficaram 

alojados em gaiolas de plástico padronizadas em sala com temperatura controlada (23ºC ± 2) 

obedecendo aos ciclos de claro e escuro (de 12 em 12 horas) no Biotério Setorial da UFC - 

Campus Sobral até o início dos experimentos, recebendo água e alimentação ad libitum. 

Quanto 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” do Conselho Nacional de Controle e Experimentação Animal (CONCEA) e 

submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa Animal (CEUA) sob aprovação de nº 11/18. 

Todos os esforços foram realizados para minimizar o sofrimento animal. 

 

5.2 Compostos semissintéticos SM-2 e SM-3 

 

 Os dois derivados semissintéticos (SM-2 e SM-3) foram elaborados pelo Laboratório de 

Fitoquímica Aplicada (LABFITO)- UFC – Campus do Pici - Fortaleza. O diterpeno 

estemodina (SM-1), obtidos da folha da Stemodia maritima Linn., sofreu modificações 

químicas estruturais em sua molécula para a obtenção dos derivados semissintéticos SM-2 e 

SM-3. Os detalhes estruturais desses dois derivados semissintéticos ainda não podem ser 

apresentados uma vez que serão objeto de patente. 
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5.3 Estudo da toxicidade in vivo do SM-2 e SM-3 

 

Na perspectiva de avaliar se os compostos semissintéticos SM-2 e SM-3 apresentam 

alguma toxicidade local ou sistêmica, foi realizado inicialmente um ensaio de segurança 

baseado no protocolo 420 (2001) da OCDE (Organização para a Cooperação e 

Desenvolvimento Econômico). Neste estudo foram feitos ensaios com doses únicas (toxidade 

aguda) e repetidas (toxidade subcrônica). 

Foram usados 30 camundongos albinos Mus musculus, machos, divididos em três 

grupos de dez animais. Para cada semissintético existiu um grupo de machos (n=10), assim 

como para o grupo controle (n=10). A substância controle utilizada foi solução salina 0,9%. 

Foram testados o composto SM-2 na dose de 10µg e o composto SM-3 na dose de 10µg.  

O estudo de dose única consistiu na administração da substância testada via oral 

(gavagem, v.o) em uma única dose e observado por um período não superior a 24 horas. Após 

24 horas o estudo de dose única foi finalizado e os animais passaram a fazer parte do estudo 

de doses repetidas, onde diariamente os animais receberam a mesma dose do composto, 

baseando-se no peso do animal, durante 14 dias.  

No estudo de toxicidade aguda (dose única, 24 horas), após a administração da dose do 

composto, os animais foram observados por examinadores calibrados nos intervalos de 15 

minutos, 30 minutos, 1hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas e 24 horas, visando observar 

se houve alterações de comportamento que pudessem indicar morbidade ou mortalidade, a 

saber: piloereção, agressividade, sonolência, contorção abdominal, lambidas, cambalhotas, 

agitação, pulsão sexual, perda de peso e morte (VAL et al. 2014).    

Após as 24 horas iniciais (fim do experimento de toxicidade aguda, com dose única), 

iniciou-se o experimento de toxicidade subcrônica (doses repetidas). Essa fase consistiu na 

administração da dose dos derivados de acordo com o peso do animal, durante 14 dias 

consecutivos, no mesmo horário, e a observação por 15 minutos seguidos dos mesmos 

parâmetros comportamentais de morbimortalidade utilizados no estudo de toxicidade aguda, 

subsequentemente à administração do derivado ou substância controle durante os 15 dias. No 

15° dia, os animais foram anestesiados (i.p.), e amostras de sangue periférico foram coletadas 

a partir do plexo retro-orbit rio para as dosagens de aspartato aminotransferase (AST) / 

alanina aminotransferase (ALT), com objetivo de avaliar as funções hepáticas, 

respectivamente. Os parâmetros bioquímicos foram determinados por testes enzimáticos e 
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colorimétricos de acordo com as instruções do fabricante (Labtest®, Lagoa Santa, MG, 

Brasil). 

Em seguida, os camundongos foram submetidos   eutanásia, por deslocamento 

cervical, seguido da retirada e pesagem dos órgãos (fígado, rim e estômago). Após 

processamento histopatológico, foi realizada análise microscópica por patologista dos órgãos 

removidos, em microscópio óptico acoplado ao sistema de captura de imagens digitais. Os 

aumentos utilizados foram: 100x, para aspectos morfológicos gerais e 400x, para análise 

detalhada dos eventos histológicos, tanto celulares quanto na matriz extracelular (MEC), com 

análise cega de grupos experimentais (fármacos-teste), seguindo a norma ISO 10993-11. Os 

fígado, o estômago e o rim corados com hematoxilina e eosina (H&E) foram avaliados quanto 

ao edema, dano hemorrágico, congestão vascular e células inflamatória, com escores de (0–3) 

para cada um desses parâmetros. Todos os parâmetros toxicológicos observados foram 

comparados aos de animais controle que receberam apenas solução salina estéril 0,9 % (v.o.), 

nas mesmas condições que os animais tratados.  

 

5.4 Delineamento Experimental 

 

5.4.1 Avaliação do efeito antinociceptivo e anti-inflamatório do SM-2 e SM-3 na 

hipernocicepção inflamatória induzida por formalina na ATM de ratos 

 

Os animais foram pré-tratados por via oral (v.o) com SM-2 (1 ou 10 µg/kg) ou SM-3 

(1 ou 10 µg/kg). Uma hora após o pré-tratamento, os animais receberam uma injeção intra-

articular (i.art.) de Formalina 1,5 % (50 µL), sendo em seguida submetidos à análise 

comportamental para avaliar a resposta nociceptiva. O grupo Salina  (grupo controle) recebeu 

solução salina 0,9% via oral (v.o) seguida de solução salina 0,9% (50 µL, i.art.), o grupo 

Formalina recebeu solução salina 0,9%via oral (v.o) seguida de formalina 1,5% (50 µL, i.art.), 

e o Controle Positivo recebeu indometacina (5 mg/kg) subcutânea (s.c.) seguido de formalina 

1,5% (50 µL, i.art.). 

Previamente à injeção intra-articular, os animais foram brevemente anestesiados com 

isoflurano por inalação (ROVERONI et al., 2001). Cada grupo foi composto por cinco 

animais (n=5), ratos machos, Rattus novergicus, albinos, Wistar, pesando entre 180 a 220g. 
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5.4.1.1 Grupos experimentais da avaliação do efeito antinociceptivo e anti-inflamatório do 

SM-2 e SM-3: 

Grupo Salina: O grupo recebeu (v.o) o veículo (salina 0,9%) e, 1 h após, injeção (i.art.) de 

solução salina estéril 0,9% (50 μL) na ATM esquerda; (n=5) 

Grupo Formalina: O grupo recebeu (v.o) solução salina 0,9 % e, 1 h após, injeção (i.art.) de 

formalina 1,5% (50 μL) na ATM esquerda; (n=5) 

Grupo Indomentacina (Indo): O grupo recebeu pela via (s.c) indometacina (5 mg/kg) 

dissolvida em solução salina estéril, seguido 30 min após da injeção (i.art.) de formalina 1,5% 

(50 μL) na ATM esquerda; (n=5) 

Grupo SM-2 (1µg/kg): O grupo recebeu (v.o) SM-2 na dose 1µg/kg e, após 1 h, injeção 

(i.art.) de formalina 1,5 % ( 50μL) na ATM esquerda; (n=5) 

Grupo SM-2 (10µg/kg): O grupo recebeu (v.o) SM-2 na dose 10µg/kg e, após 1 h, injeção 

(i.art.) de formalina 1,5 % ( 50μL) na ATM esquerda; (n=5) 

Grupo SM-3 (1µg/kg): O grupo recebeu (v.o) SM-3 na dose 1µg/kg e, após 1 h, injeção 

(i.art.) de formalina 1,5 %( 50μL) na ATM esquerda; (n=5) 

Grupo SM-3 (10µg/kg): O grupo recebeu (v.o) SM-3 na dose 10µg/kg e, após 1 h, injeção 

(i.art.) de formalina 1,5 %( 50μL) na ATM esquerda; (n=5) 

 

Imediatamente após os testes comportamentais os animais foram anestesiados e 

eutanasiados por decapitação. 

 

5.4.2 Injeções intra-articulares 

 

Os animais foram anestesiados com isoflurano e receberam uma injeção do agente 

inflamatório formalina 1,5% (Formaldeído, Sigma Aldrich; SIGMA – H9523) no volume de 

50µL (ROVERONI et al., 2001). Para administração da salina ou formalina na ATM, uma 

agulha calibre 30G, conectada a uma seringa de microlitro Hamilton (50 µl) por um tubo de 

polietileno P50, foi inserida na porção inferior da borda póstero-inferior do arco zigomático 



38 

 

da ATM esquerda, sendo avançada em direção anterior até contactar a região póstero-lateral 

do côndilo. 

 

5.4.3 Testes comportamentais para a avaliação da resposta nociceptiva induzida pela 

Formalina 

 

As análises comportamentais foram realizadas durante a fase clara, entre 9h e 17h em 

sala silenciosa, com temperatura ambiente mantida entre 23ºC ± 2ºC (ROSLAND, 1991). 

Cada animal foi utilizado em um único experimento. Durante o teste, os animais não tiveram 

acesso à água ou à comida. Os animais foram previamente manipulados pelo pesquisador por 

um período de 7 dias, para que os ratos se acostumassem ao manuseio e a presença de 

humanos no teste comportamental e, assim, minimizassem o estresse durante as sequências 

experimentais. Para a realização das análises comportamentais, uma caixa de observação de 

madeira medindo 30x30x30 cm, com sua parte superior aberta, 3 laterais espelhadas e frente 

de vidro foi utilizada (Figura 5). Previamente a administração intra-articular cada animal foi 

colocado e mantido na caixa por 10 minutos, para habituar-se ao ambiente de experimentação 

no dia, minimizando o estresse e interferências na avaliação comportamental (ABBOTT et al., 

1986, ROSLAND, 1991). 

Imediatamente após a injeção intra-articular o animal já consciente, foi recolocado na 

caixa de observação e as respostas comportamentais caracterizadas pelo ato de coçar a região 

injetada com a pata dianteira ou traseira e pelo ato de levantar reflexamente a cabeça foram 

quantificadas durante 45 min., divididos em 15 blocos de 3 min. O tempo em segundos que o 

animal permaneceu coçando a região orofacial foi quantificado através da utilização de um 

cronômetro, e o número de vezes que o animal levantou reflexamente a cabeça foi 

quantificado por um contador de células (OLIVEIRA-FUSARO et al., 2012; ROVERONI et 

al. 2001).  

Considerando que o ato de levantar reflexamente a cabeça segue um padrão uniforme 

de 1 segundo de duração, a intensidade da resposta nociceptiva foi quantificada somando-se 

esse comportamento ao ato de coçar a região injetada, como previamente padronizada 

(ROVERONI, et al. 2001). 
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                      Figura 5. Caixa espelhada de observação do comportamento 

 

                                          Fonte: Luiz Marques da Rocha Neto, 2019 

 

 

5.4.4 Avaliação do envolvimento da via HO-1 no efeito antinociceptivo de dois derivados 

semissintéticos (SM-2 e SM-3) na hipernocicepção inflamatória induzida por Formalina na 

ATM 

 

Para determinar se o efeito antinociceptivo de SM-2 e SM-3 na hipernocicepção 

inflamatória induzida por formalina na ATM depende da via HO-1 foram utilizadas drogas 

que atuam na via previamente à administração por via oral (v.o) dos dois derivados 

semissintéticos (SM-2 e SM-3). 

Os animais foram pré-tratados (30 min) com zinco protoporfirina IX, ZnPP-IX, (3 

mg/kg, sc), seguido pela administração via oral (v.o) do SM-2 na dose de 10 μg/kg ou SM-

3na dose de 10 μg/kg. E após uma hora, os grupos de animais tratados receberam uma injeção 

intra-articular de formalina 1,5%(50 µL). As respostas comportamentais de nocicepção foram 

avaliadas por um período de observação de 45 minutos. 

5.4.4.1 Drogas utilizadas para  avaliação do envolvimento da via HO-1 

 

• Indometacina (5 mg/kg, i.p.), inibidor de COX, diluído em salina estéril (0,9%), utilizado 

como controle positivo; 
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• ZnPP IX (3 mg/kg, s.c.), inibidor seletivo da enzima HO-1, diluído em solução tampão 

carbonato de sódio (Na2CO3) 50 mM e salina estéril (0,9 %); 

 

5.4.4.2 Grupos Experimentais do envolvimento da Via HO-1 

 

Grupo Salina (controle do Grupo ZnPP IX): O grupo recebeu (s.c) salina 0,9%, 30 minutos 

após receberam via oral (v.o) o veículo (salina 0,9%) e, 1 h após, injeção (i.art.) de solução 

salina estéril 0,9% (50 μL) na ATM esquerda; (n=5) 

 

Grupo Formalina: O grupo recebeu (s.c) salina 0,9%, 30 minutos após receberam via oral 

(v.o) o veículo (salina 0,9%) e, 1 h após, injeção (i.art.) de formalina 1,5% (50 μL) na ATM 

esquerda; (n=5) 

 

Grupo Indomentacina (Indo): O grupo recebeu pela via (s.c) indometacina (5mg/kg) 

dissolvida em solução salina estéril, seguido 30 min após da injeção (i.art.) de formalina 1,5% 

(50 μL) na ATM esquerda; (n=5) 

 

Grupo ZnPP-IX: O grupo recebeu (s.c) ZnPP-IX (3 mg/kg), 30 minutos após receberam via 

oral(v.o) o veículo (salina 0,9%)  e, após 1h, receberam injeção (i.art.) de formalina 1,5% (50 

μL) na ATM esquerda; (n=5) 

 

Grupo SM-2: O grupo recebeu (s.c) salina 0,9%, 30 minutos após receberamvia oral (v.o) 

SM-2 na dose 10µg/kg e, após 1 h, injeção (i.art.) de formalina 1,5 %(50 μL) na ATM 

esquerda; (n=5) 

 

Grupo SM-2 tratado com ZnPP-IX: O grupo recebeu (s.c) ZnPP-IX (3 mg/kg), 30 minutos 

após receberam via oral (v.o)  SM-210µg/kg e, após 1h, receberam a injeção (i.art.) de 

formalina 1,5% (50 μL) na ATM esquerda; (n=5) 

 

Grupo SM-3: O grupo recebeu (s.c) salina 0,9%, 30 minutos após receberam (v.o) SM-3 na 

dose 10µg/kg e, após 1 h, injeção (i.art.) de formalina 1,5 % ( 50μL) na ATM esquerda 
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Grupo SM-3 tratado com ZnPP-IX: O grupo recebeu (s.c) ZnPP-IX (3 mg/kg),30 minutos 

após receberam(v.o) SM-310µg/kge, após 1h, receberam a injeção (i.art.) de formalina (1,5%; 

50 μL) na ATM esquerda; 

5.4.5 Avaliação do envolvimento da via NO dependente no efeito antinociceptivo de dois 

derivados semissintéticos (SM-2 e SM-3) na hipernocicepçãoinflmatória induzida por 

Formalina na ATM 

 

     Para determinar se o efeito antinociceptivo de SM-2 e SM-3 na hipernocicepção 

inflamatória induzida por formalina na ATM depende da NO foram utilizadas drogas que 

atuam na via previamente à administração por via oral (v.o) dos dois derivados 

semissintéticos (SM-2 e SM-3). 

Os ratos foram pré-tratados (30 min) com aminoguanidina (30 mg/kg; ip), um inibidor 

seletivo da sintase de óxido nítrico induzível (iNOS), seguido pela administração (v.o) do 

SM-2 na dose de 10 μg/kg ou SM-3na dose de 10 μg / kg e após uma hora, os grupos de 

animais tratados receberam uma injeção intra-articular de formalina 1,5% (50 µL). As 

respostas comportamentais de nocicepção foram avaliadas por um período de observação de 

45 minutos. 

 

5.4.5.1 Drogas utilizadas para  avaliação do envolvimento da via NO  

 

• Indometacina (5 mg/kg, i.p.), inibidor de COX, diluído em salina estéril (0,9 %), utilizado 

como controle positivo; 

 

• Aminoguanidina (30 mg/kg; i.p.), inibidor seletivo da NO sintetase induzida (NOSi), 

diluído em solução salina estéril (0,9 %); 

 

5.4.5.2 Grupos Experimentais do envolvimento da Via NO 

 

Grupo Salina: O grupo recebeu (i.p) salina 0,9%, 30 min após receberam via oral (v.o)  o 

veículo (salina 0,9%) e, 1 h após, injeção (i.art.) de solução salina estéril 0,9% (50 μL) na 

ATM esquerda;(n=5) 
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Grupo Formalina: O grupo recebeu (i.p) salina 0,9%, 30 min após receberam (v.o) o veículo 

(salina 0,9%) e, 1 h após, injeção (i.art.) de formalina 1,5% (50 μL) na ATM esquerda; (n=5) 

 

Grupo Indomentacina (Indo): O grupo recebeu pela via (i.p) indometacina (5 mg/kg) 

dissolvida em solução salina estéril, seguido 1h após da injeção (i.art.) de formalina 1,5% (50 

μL) na ATM esquerda; (n=5) 

 

Grupo Aminoguanidina: O grupo recebeu (i.p) Aminoguanidina (30 mg/kg), após 30 min 

receberam o veículo salina 0,9%(v.o)  e, 1 h após, injeção (i.art.) de solução salina estéril 

0,9% (50 μL) na ATM esquerda; (n=5) 

 

Grupo SM-2: O grupo recebeu (i.p) salina 0,9%, 30 minutos após receberam via oral (v.o) 

SM-2 na dose 10µg/kg e, após 1 h, injeção (i.art.) de formalina 1,5 % (50 μL) na ATM 

esquerda; (n=5) 

 

Grupo Aminoguanidina + SM-2: O grupo recebeu (i.p) Aminoguanidina (30 mg/kg), após 

30 min receberam (v.o) SM-2 na dose 10μg/kg e, 1 h após, injeção (i.art.) de solução salina 

estéril 0,9% (50 μL) na ATM esquerda;(n=5) 

 

Grupo SM-3: O grupo recebeu (i.p) salina 0,9%, 30 minutos após receberam (v.o) SM-3 na 

dose 10µg/kg e, após 1 h, injeção (i.art.) de formalina 1,5 %(50 μL) na ATM esquerda; (n=5) 

 

Grupo Aminoguanidina + SM-3: O grupo recebeu (i.p) Aminoguanidina (30 mg/kg), após 

30 min receberam(v.o)SM-3 10μg/kg e, 1 h após, injeção (i.art.) de solução salina estéril 0,9% 

(50 μL) na ATM esquerda. (n=5) 

 

 

5.5 Teste Rotarod para analisar atividade ansiolítica dos derivados semissintéticos SM-2 

e SM-3 

 

O teste do Rotarod é um dos mais antigos empregados na área de estudo dos efeitos 

motores induzidos por uso de drogas em estudos pré-clínicos, mensurando o efeito do 

relaxamento muscular ou desordem da coordenação motora ocasionada pela ação de drogas 
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em animais (CARLINI; BURGOS, 1979). Os animais foram colocados com as quatro patas 

sobre uma barra giratória separada por amplas abas que possibilitam a análise 

comportamental de cada animal. No modelo para ratos, são quatro divisões, cujo rotor 

apresenta diâmetro de 7 cm, possibilitando o estudo simultâneo de 4 animais, com uma 

rotação de 4 a 40 rpm ( Figura 6 ). A avaliação ocorreu por um período de 5 minutos, após 1 

hora da administração por via oral de SM-2 (10µg/kg) ou SM-3 (10µg/kg) ou veículo (salina 

0,9%), sendo registrados o tempo de latência (segundos) e o número de quedas (PIEL, 2014; 

DUNHAM; MIYA, 1957). 

 

 

                              Figura 6. Equipamento para o Teste de Rotarod 

 

                                 Fonte: PIEL, 2014. 

 
 

 

5.6 Análise Estatística 
 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). O teste de 

Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar se os dados de cada variável analisada apresentaram-

se com distribuição normal (dados paramétricos, com grupos com menos de 50 casos). Os 

valores de outliers foram retirados (quando ocorreram), por não representarem os resultados 

que o estudo tinha o objetivo de generalizar (p-valor >0.05 para o teste de Shapiro-Wilk). Os 
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dados paramétricos foram analisados através do teste de ANOVA. O pós-teste (post-hoc) para 

a ANOVA foi definido a partir da análise da homogeneidade de variâncias através do teste de 

Levene. Em caso de homogeneidade de variâncias (p-valor ≥ 0,05), foi definido como pós-

teste para a ANOVA o teste de Tukey. Caso não houvesse homogeneidade de variâncias entre 

os dados (p-valor<0,05), foi definido como pós-teste para a ANOVA o teste de Games-

Howell. Foi considerado o nível crítico de significância de 5% (p<0,05). 
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6 RESULTADOS 

 

6.1 Ensaio de toxicidade aguda e subcrônica 

 

Para investigar a segurança do SM-2 e SM-3, foi realizado um ensaio de toxidade, 

baseando-se no protocolo 420 da OCDE (OCDE, 2001), com algumas adaptações. Os 

animais, camundongos machos, foram tratados (v.o) diariamente por 14 dias com SM-2 

(10μg/kg) ou SM-3 (10μg/kg). O grupo controle recebeu (v.o) apenas o veículo (solução 

salina 0,9%).  

 

6.1.1 Taxa de sobrevida 

 

Não foi observada mortalidade nos animais do grupo SM-3 durante os 14 dias de 

tratamento, apresentando taxa de sobrevida de 100%. O grupo Salina apresentou taxa de 

sobrevida de 80%, com duas mortes (dias 3 e 6), e o grupo SM-2 apresentou taxa de sobrevida 

de 80%, com duas mortes (dias 4 e 8) (FIGURA 7; TABELA 1). 

 

Figura 7. Taxa de sobrevida dos animais no ensaio de segurança de SM-2 e SM-3. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. Dados da Pesquisa (2020).  Legenda: Cada grupo é representado por um símbolo 

colorido, com uma linha contínua. Cada decréscimo na curva representa a aproximação do percentual 0 (eixo y) 

e a morte de um animal naquele grupo no dia em questão (eixo x). Esta queda na curva representa o decréscimo 

de percentual de sobrevida. 
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Tabela 1: Número total de mortes no ensaio de segurança de SM-2 e SM-3. 

Fonte: Elaborado pelo autor. Dados da Pesquisa (2020). Legenda: A maior taxa de mortalidade ocorreu nos 

grupos Salina e SM-2. A maior taxa de sobrevida foi encontrada no grupo SM-3. 

6.1.2 Alterações comportamentais 

 

Para saber se o uso dos derivados em dose única ou repetidas poderia causar alterações 

no comportamento que poderiam estar relacionadas à taxa de mortalidade, as alterações 

comportamentais durantes os 14 dias foram avaliadas (Tabela 2). 

Os grupos SM-2 e SM-3 apresentaram alterações comportamentais de maneira 

semelhante ao grupo controle Salina. Não houve animais que apresentassem contorção 

abdominal e pulsão sexual. 

 

Tabela 2: Alterações comportamentais relativas dos animais no ensaio de segurança, toxicidade 

subcrônica de SM-2 e SM-3. 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Dados da pesquisa (2020). Legenda: As alterações comportamentais foram 

observadas durante os 15 minutos seguintes após a administração (v.o) de SM-2, SM-3 ou salina 0,9%. 

 

 

 
 

Grupos  Animais (nº de mortes) Sobrevida(%) 

Salina  2 80% 

SM-2 2 80% 

SM-3 - 100 % 

 

     Parâmetros 

Comportamentais 

 

Número de animais com alteração comportamental por grupo 

 

SALINA 

 

SM-2 SM-3 

Piloereção - 1 1 

Agressividade  - 1 - 

Sonolência 1 - - 

Contorção Abdominal - - - 

Lambidas - - - 

Cambalhotas - 1 2 

Agitação - - - 

Pulsão Sexual - - - 
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6.1.3 Alterações do peso corporal 

 

Não ocorreu variação (p > 0,05) no peso dos animais que receberam SM-2 10 μg/kg 

(0,094 ± 0,11) e SM-3 10 μg/kg (0,049  ± 0,094), quando comparados ao grupo controle 

Salina (0,042 ± 0,12) durante os 14 dias de avaliação (FIGURA 8). 

 

Figura 8. Variação ponderal em camundongos tratados com SM-2 (10 μg/kg) ou SM-3 (10 μg/kg) durante 14 

dias consecutivos. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. Dados da Pesquisa (2020). Legenda: Os animais foram tratados (v.o), diariamente, 

com SM-2 (10 μg/kg) ou SM-3 (10 μg/kg) ou solução salina 0,9% (Grupo controle), durante 15 dias e pesados 

diariamente. *p < 0,05 em relação ao grupo Controle (ANOVA; Tukey). 

 

6.1.4 Avaliação da hepatoxicidade 

 

O tratamento por 14 dias consecutivos com o SM-2 (10 μg/kg) ou SM-3 (10 μg/kg) 

não provocou diferenças significativas (p˃0,05) nos níveis séricos das enzimas alanina 

aminostransferase (ALT), aspartato aminostransferase (AST) no soro de camundongos 

machos, quando comparados com o grupo dos animais que receberam apenas salina 0,9% 

(TABELA 3). 
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Tabela 3: Níveis das enzimas alanina aminostransferase (ALT), asparto aminostransferase (AST) em 

soro de camundongos machos (Mus musculus) tratados com SM-2 e SM-3 por 14 dias.  

 

Grupos 

 

Enzima ALT 

(U/mL) 

  

 Enzima AST 

(U/mL) 

Salina (controle) 41,55 ± 1,94 61,21 ± 2,81 

SM-2 42,41 ± 0,88 66,3 ± 0,94 

SM-3 43,9 ± 0,65 60,55 ± 4,86 
Fonte: Elaborado pelo autor. Dados da Pesquisa (2020).  Legenda: *p < 0,05 em relação ao grupo Salina. Os 

dados são representados como média  ± E.P.M. (n=8) (ANOVA, Tukey). 

 

6.1.5 Peso relativo dos órgãos dos animais 

 

Foram analisadas possíveis variações no peso dos órgãos (estômago, baço, fígado e 

rim dos animais), com a finalidade de detectar alguma visceromegalia. 

A análise macroscópica dos órgãos dos animais tratados com SM-2 (10 μg/kg) e SM-3 

(10 μg/kg) não revelou qualquer tipo de alteração. Após avaliação do peso relativo dos órgãos 

(órgão/peso corporal x 100) foi constatado que não houve redução em relação ao grupo 

controle (TABELA 4). 

 

Tabela 4: Efeito da administração (v.o) com SM-2 (10 μg/kg) ou SM-3 (10 μg/kg) durante 14 dias 

sobre os pesos relativos dos órgãos de camundongos machos (Mus musculus). 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Dados da Pesquisa (2020). Legenda: Peso relativo dos órgãos estômago, baço, 

fígado e rins de camundongos. Grupo controle recebeu apenas veículo (solução salina). Dados são mostrados 

como média ± E.P.M. *p<0,05 em relação ao grupo Salina (ANOVA, Tukey). 

 

 

 

 

 

Órgãos 

       Grupos   

 

Salina (g) 

 

SM-2 (g) 

 

SM-3 (g) 

Estômago        0,0047 ± 0,00056 0,0044 ± 0,00030 0,0047±0,00036 

Baço       0,0038  ± 0,00020      0,0039 ± 0,00011 0,0036±0,00016 

Fígado  0,0072 ± 0,00116      0,0086 ± 0,00052 0,0083±0,00110 

Rim        0,0058 ± 0,00038      0,0054  ±0,00041 0,0059±0,00028 
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6.1.6 Análise histopatológica 

 

Não foram obervados alterações no estâmago e rim. Foram observados alterações 

significativas no parâmetro edema e congestão vascular, no fígado. Entretanto, são alterações 

consideradas reversíveis (TABELA 5). 

 

Tabela 5: Efeito do tratamento com SM-2 e SM-3 na análise histopatológica (H & E) do estômago, 

fígado e rim. 

Órgãos / 

 

Parâmetros Histopatológicos 

Grupos 

 

Salina 

 

SM-2 

 

SM-3 

Fígado 

Perda de células 

Edema 

Hemorrágia sinusoides 

Congestão vascular 

Infiltrado inflamatório 

 

0(0-2) 

0 (0-1) 

0 (0-0) 

0 (0-1) 

0 (0-0) 

 

1 (0-1) 

1 (0-2) 

0 (0-0) 

1 (0-1) 

0 (0-1) 

 

1 (0-2) 

  1 (1-2)* 

0 (0-1) 

  1 (1-2)* 

0 (0-1) 

Estômago 

Perda de células 

Edema 

Hemorrágia sinusoides 

Infiltrado inflamatório 

 

0 (0-1) 

0 (0-1) 

0 (0-1) 

0 (0-0) 

 

1( 0-1) 

0 (0-2) 

0 (0-1) 

0 (0-0) 

 

1(0-2) 

1(0-1) 

0 (0-0) 

0 (0-1) 

Rim 

Perda de células 

Edema 

Hemorrágia sinusoides 

Infiltrado inflamatório 

Necrose  

 

0 (0-2) 

0 (0-2) 

0 (0-1) 

0 (0-0) 

0 (0-0) 

 

0 (0-1) 

1(0-2) 

1(0-2) 

0(0-0) 

0 (0-0) 

 

1(0-2) 

1(0-2) 

1(0-1) 

0 (0-0) 

0 (0-0) 

Fonte: Elaborado pelo autor. Dados da pesquisa (2020). Os dados representam a média ± SEM (n =8 para cada 

tratamento). P > 0,05. ANOVA, Tukey. * p < 0,05 com relação ao grupo salina. Legenda: 0- ausente; 1-

infiltração muito leve; 2- moderado; 3 -infiltração intensa. 
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6.2 Estudo da dose-resposta de SM-2 e SM-3 na hipernocicepção inflamatória induzida 

por formalina na ATM de ratos 

 

No grupo Formalina, o comportamento nociceptivo foi significantemente maior 

(p<0,05) (160,0 ± 15,64) do que o grupo Salina (55,5 ± 4,99). Os animais pré-tratados com 

SM-2, nas doses de  1 μg/kg (92,60 ± 6,63) e 10 μg/kg (57,50 ± 5,22) (Figura 9 A), e SM-3, 

nas doses de 1 μg/kg (59,56 ± 9,614) e 10 μg/kg (52,44 ± 4,785) (Figura 9 B) mostraram 

redução estatisticamente significante (p<0.05) do comportamento nociceptivo em relação ao 

grupo Formalina, apresentando resposta semelhante ao grupo Indometacina 5mg/kg (83,75 ± 

4,00) e ao grupo Salina. 

 

Figura 9. Efeito de SM-2 e SM-3 na resposta nociceptiva induzida por formalina 1,5% na ATM 

de ratos. A: SM-2 (1 e 10 μg/kg) reduziu a hipernocicepção inflamatória induzida por formalina. B: 

SM-3 (1 e 10 μg/kg) reduziu a hipernocicepção inflamatória induzida por formalina. Os dados 

representam a média ±E.P.M. das respostas comportamentais nociceptivas por um período de 45 

minutos.* p<0,05 em relação ao grupo salina; # p<0,05 em relação ao grupo formalina (ANOVA, 

Games-Howelltest). 
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Fonte: Elaborado pelo autor. Dados da pesquisa. 
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6.3 Envolvimento da HO-1 na atividade antinociceptiva do SM-2 e SM-3 na 

hipernocicepção inflamatória Induzida por Formalina na ATM de ratos 

 

A fim de avaliar o envolvimento da via da HO-1 no efeito de SM-2 e SM-3, um grupo 

de animais foi pré-tratado (s.c.) com ZnPP-IX (3 mg/kg) e, após trinta minutos, com SM-2 

(10μg/kg) ou SM-3 (10μg/kg). O uso de ZnPP-IX (3 mg/kg), inibidor seletivo da 

hemeoxigenase-1 (HO-1), não alterou comportamento nociceptivo (177,3 ± 10,3) (p> 0,05), 

quando comparado ao grupo formalina. Nos grupos SM-2 (79,40 ± 8,66) e SM-3 

(69,6±15,41), o pré-tratamento com ZnPP-IX não foram capaz de reverter o efeito 

antinociceptivo na ATM  induzido por formalina,  quando comparado aos grupos SM-2(82,5 

± 8,29) (Figura 10 A) e SM-3  (45,75±7,87) (Figura 10 B), respectivamente. O uso de ZnPP-

IX (3 mg/kg), inibidor seletivo da hemeoxigenase-1 (HO-1), não alterou comportamento 

nociceptivo (177,3 ± 10,3) (p> 0,05), quando comparado ao grupo formalina. Este resultado 

sugere que o efeito antinociceptivo de SM-2 (10 µg / kg) e SM-3 (10 µg / kg) não depende em 

parte da indução de HO-1. 

 

 

Figura 10. Envolvimento da HO-1 na atividade antinociceptiva dos compostos semissintéticos 

SM-2 e SM-3 na hipernocicepção inflamatória induzida por formalina na ATM de ratos. A 

injeção (i.art.) de formalina (1,5 %; 50 μL) na ATM esquerda induziu respostas nociceptivas. A: O 

pré-tratamento com zinco protoporfirina IX (ZnPP IX; 3 mg / kg) não reverteu o efeito de SM-2 (10 

μg/kg).B: O pré-tratamento com zinco protoporfirina IX (ZnPP IX; 3 mg / kg) não reverteu o efeito de 

SM-3(10 μg/kg). Os dados representam a média ± E.P.M. (n = 5). *p < 0,05 em relação ao grupo 

Salina; #p < 0,05 em relação ao grupo formalina; & p < 0,05 em relação ao grupo controle positivo 

ZnPP-IX (ANOVA, Games- Howelltest). 

Fonte: Elaborado pelo autor. Dados da pesquisa. 
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6.4 Envolvimento do Óxido Nítrico Na Atividade Antinociceptivado SM-2 e SM-3 Na 

Hipernocicepção Inflamatória Induzida Por Formalina Na ATM De Ratos 

 

Para avaliar o envolvimento do NO no efeito de SM-2 e SM-3, um grupo de animais 

foi pré-tratado (i.p.) com aminoguanidina (30 mg/kg) e, após trinta minutos, com SM-2 

(10μg/kg) ou SM-3 (10μg/kg). O controle positivo aminoguanidina (30 mg/kg), inibidor 

seletivo da NO sintetase induzida (NOSi), não alterou comportamento nociceptivo 

(185,8±9,0) (p > 0,05), quando comparado ao grupo formalina. Nos grupos SM-2 (76,75 ± 

20,42) e SM-3 (72,00± 17,57), o pré-tratamento com aminoguanidina não foi capaz de 

reverter o efeito antinociceptivo, quando comparado aos grupos SM-2 (82,5 ± 8,29) (Figura 

11 A) e SM-3  (45,75±7,87) (Figura 11 B), respectivamente. Este resultado sugere que o 

efeito antinociceptivo de SM-2 (10 µg/kg) e SM-3 (10 µg /kg) não dependem em parte da 

indução de NO.  

 

Figura 11. Envolvimento do NO na atividade antinociceptiva de SM-2 e SM-3 na 

hipernocicepção inflamatória induzida por formalina na ATM de ratos. A injeção (i.art.) de 

formalina (1,5%; 50 μL) na ATM esquerda induziu respostas nociceptivas. Indometacina, SM-2 e SM-

3 (10μg/kg) reduziram significativamente as respostas nociceptivas induzida pela formalina. A: 

Aminoguanidina (30 mg/kg) não reverteu o efeito de SM-2. B: Aminoguanidina (30 mg/kg) não 

reverteu o efeito de SM-3. Os dados representam a média ± E.P.M. (n = 5). *p < 0,05 em relação ao 

grupo Sham; #p < 0,05 em relação ao grupo formalina; 
&
p < 0,05 em relação ao grupo controle 

positivo aminoguanidina (ANOVA, Games-Howelltest). 
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Fonte: Elaborado pelo autor. Dados da pesquisa. 
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6.5 Efeito do composto semissintético SM-2 e SM-3 no teste do Rotarod 

 

Para avaliar se SM-2e SM-3 poderia causar letargia, sonolência, relaxamento na 

musculatura ou desordem na coordenação motora que implicasse na resposta analgésica, foi 

realizado o teste de Rotarod. As doses usadas foram SM-2 10μg/kg e SM-3 10μg/kg. 

Os grupos SM-2 (116,8 ±11,2) e SM-3 (116,0 ± 10,07) tiveram maiores tempos de 

latência do que o grupo Salina (87,20 ± 5,739), o que significa que os derivados não 

apresentaram efeito ansiolítico (FIGURA 12). 

Em relação ao número de quedas, os animais tratados com os semissintéticos SM-2 

(2,4 ± 0,24) e SM-3 (2,5 ± 0,28) apresentaram menor número de quedas quando comparados 

ao grupo tratado com salina (2,75 ± 0,25), sem diferença estatisticamente significante 

(FIGURA 13). 

 

Figura 12. Efeito da administração aguda de SM-2 (10 μg/kg) e SM-3 (10 μg/kg) em ratos 

submetidos ao teste Rotarod (tempo de latência). Os animais dos grupos SM-2 e SM-3 não 

reduziram o tempo de latência em comparação aos do grupo Salina. Não houve diferença significativa 

entre os grupos (ANOVA, Tukey). 
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Fonte: Elaborado pelo autor. Dados da pesquisa (2020). 
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Figura 13. Efeito da administração aguda de SM-2 (10 μg/kg) e SM-3 (10 μg/kg) em ratos 

submetidos ao teste Rotarod (número de quedas). Os animais dos grupos SM-2 e SM-3 tiveram 

menor número de quedas do aparelho em comparação aos do grupo Salina. Não houve diferença 

estatisticamente significante em comparação ao grupo Salina (ANOVA,Tukey). 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Dados da pesquisa (2020). 
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7 DISCUSSÃO 

 

Neste estudo, foi descrito, pela primeira vez, análises biológicas de dois compostos 

semissintéticos, SM-2 e SM-3, obtidos a partir da estemodina (SM-1), um diterpeno 

estemodano, isolado das folhas de Stemodia maritima Linn.  

Sabe-se que o conhecimento construído pela medicina popular forneceu a base para a 

investigação e produção racional de medicamentos baseados em produtos naturais. Stemodia 

maritima Linn apresenta amplo uso pela medicina popular para dor de estômago, retenção de 

líquido, ação antiviral, citotóxica e larvicida (RODRIGUES et al., 2010; SILVA et al., 2014).  

De fato, as atividades biológicas dessa planta estão sendo cada vez mais pesquisadas, já tendo 

sido evidenciadas ações antiinflamatória, antinociceptiva (AZEVEDO, 2019), antidepressiva 

(SOUSA, 2017) e antirreabsortiva (TEIXEIRA et al., 2017).  

Teixeira et al. (2017), no modelo de periodontite, avaliou e comprovou propriedades 

antinflamatória, antioxidade e inibição da perda óssea alveolar da Stemodia maritima L., visto 

que S. maritma reduziu os níveis de citocinas, de estresse oxidativo e a transcrição dos genes 

pró-inflamatórios. Além desses estudos, Silva et al. (2014) verificou, in vitro, potencial efeito 

antioxidante e antimicrobiano de compostos isolados (stemodina, stemodinoside B e 

crenatoside) da planta  Stemodia maritima Linn. 

Nesse contexto, ressalta-se que pesquisas com plantas visando o uso farmacológico e a 

investigação de suas atividades biológicas tem sido bastante difundida no meio científico, 

com finalidade de descobrir novas substâncias com potenciais efeitos terapêuticos para as 

mais variadas doenças (TEIXEIRA et al., 2017). Os produtos naturais, com destaque nas 

plantas, detêm uma diversidade estrutural importante para formulação de novos fármacos. 

Essa diversidade ocorre devido à produção de metabólitos secundários, como estemodina, 

produzidas no metabolismo da planta como forma adaptativa ao ambiente e condições da 

natureza, como mudanças no clima, radiação, quantidade de nutrientes, infecção, competição 

e defesa contra predadores (AZEVEDO, 2019; ZHAO et al., 2019;   IGE -GUTIERREZ et 

al.,2019).  

Entretanto, embora produtos naturais inalterados, como constituintes químicos de 

plantas, continuem a desempenhar um importante papel na descoberta de novos fármacos, 

eles estão sendo amplamente superados por seus análogos, que são obtidos através de 

processos químicos combinatórios, baseados em modelagem molecular computacional, design 

racional e síntese, com modificações que tentam minimizar toxidade, irritação gástrica, lesões 
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no sistema nervoso, hemorragias, irritação na mucosa bucal, entre outros (NEWMAN; 

CRAGG, 2016; LI; LOU, 2018). 

O estudo da dor para identificar os mecanismos neurobiológicos e neurofisiológicos 

subjacentes à sua transmissão através dos sistemas nervoso periférico e central baseou-se 

amplamente na modelagem animal por centenas de anos (LARSON et al., 2019). De fato, 

sabe-se que existe uma crescente necessidade de testes experimentais em modelos animais 

com o intuito de avaliar o potencial antinociceptivo de novas substâncias capazes de impedir 

que o estímulo doloroso alcance o SNC e que ao mesmo tempo causem o mínimo de efeitos 

colaterais (ARAUJO FILHO et al., 2018). 

Nesse contexto, foi descrito neste estudo a toxicidade in vivo dos dois derivados 

semissintéticos (SM-2 e SM-3) obtidos a partir da estemodina (SM-1) isolado das folhas de 

Stemodia marítima Linn. Adicionalmente, foi avaliada a hipernocicepção inflamatória na 

ATM induzida por formalina e subsequente foi avaliado o comprometimento da atividade 

motora por meio do Rotarod. 

Os ensaios de toxicidade constituem significativo passo para avaliação das 

características tóxicas de uma substância (GHOSH et al., 2017). No estudo de toxicidade, 

com os compostos SM-2 (10 μg/kg) e SM-3 (10 μg/kg), houve a perda de dois animais do 

grupo salina e do grupo SM-2, sendo a maior taxa de sobrevida relatada no grupo SM-3. Na 

observação dos parâmetros descritos no protocolo comportamental, não foi evidenciado 

nenhum tipo de alteração durante o período de observação, quando comparados ao grupo 

Salina. 

Na toxicidade pré-clínica, os sinais de toxicidade sistêmica são definidos considerando 

a redução na massa corporal, além da redução do desenvolvimento ponderal dos animais 

experimentais, alteração da massa relativa dos órgãos, alterações hematológicas e bioquímicas 

sanguíneas (VAL et al., 2018; RAZA et al., 2002; TEO et al., 2002; SILVA et al., 2018; 

GONZALEZ e SILVA, 2003). 

Nesse estudo, não foram observadas alterações na relação perda/ganho de peso 

corporal dos animais submetidos aos ensaios de toxicidade com a administração dos 

compostos SM-2 (10 μg/kg) e SM-3 (10 μg/kg), em relação ao grupo que recebeu apenas 

solução salina 0,9%. Esses dados estão de acordo com aqueles preconizados pela OECD 420, 

os quais determinam uma variação máxima de 20% do peso inicial destes animais para que 

uma substância seja considerada não tóxica. De forma semelhante, também não foram 
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observadas variações significativas no peso dos órgãos em análise (fígado, estômago, rins) 

dos animais submetidos aos ensaios de toxicidade.  

Visto a importância do fígado na biotransformação das drogas, e deste constituir um 

dos órgãos mais suscetíveis à ação de agentes tóxicos, torna-se fundamental a avaliação da 

função hepática. De fato, existem muitos efeitos tóxicos de plantas medicinais e de seus 

metabólitos, sendo a hepatotoxicidade uma das principais preocupações em decorrência do 

papel do fígado no metabolismo de drogas e de ser um órgão essencial ao funcionamento do 

organismo (Xue et al., 2014). Além disso, a avaliação dos danos ao fígado em pesquisas 

básicas de toxicologia e em testes de toxicidade pré-clínica é geralmente avaliada por 

parâmetros bioquímicos séricos antes da confirmação por histopatologia (RAMAIAH, 2007; 

RAMAIAH, 2011).  

Nesse contexto, as análises dos parâmetros bioquímicos das enzimas alanina 

aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) são importantes indicadores de 

lesões nas células hepáticas. Visto que os aumentos nos níveis dessas enzimas no soro estão 

associados com a toxicidade do fígado pelas drogas ou hepatotoxina. De fato, sabe-se que 

uma droga não provoca dano algum ao fígado sem interferir com a atividade normal dessas 

enzimas (KASMANI et al., 2012; LIU et al., 2012; OZER et al., 2008; RAMAIAH, 2011; 

SILVA et al., 2005). No presente estudo, observou-se que os parâmetros bioquímicos, AST e 

ALT, não sofreram nenhuma alteração significativa quando comparados ao grupo controle 

Salina. Além desses parâmetros, utilizou-se para esse ensaio de toxidade o estudo 

histopatológico, não sendo detectado nenhuma alteração irreversível nos órgãos, fígado, 

estômago e rim, quanto aos parâmetros avaliados, perda de células, edema, dano hemorrágico, 

congestão vascular e células inflamatórias. Esses resultados indicam que os produtos testados 

não geram toxicidade sistêmica nas condições avaliadas, pois não foram observados sinais de 

toxicidade por meio das análises realizadas durante os ensaios de toxicidade aguda e 

subcrônica, assim, apresentando biocompatibilidade in vivo, com um potencial segurança 

farmacológica, segundo os critérios da norma ISO 10993-11. 

Corroboram com esses dados os resultados obtidos no estudo realizado por Teixeira et 

al. (2017) utilizando análises bioquímicas e histopatológicas, ao mostrar que a administração 

de Stemodia maritima (5mg/kg) não promoveu nenhum sinal de toxicidade quando 

administrada por 11 dias consecutivos. Entretanto, salienta-se que os produtos naturais são 

constituídos por uma vasta diversidade de compostos químicos, os quais podem exercer 

diferentes efeitos farmacológicos e/ou toxicológicos no organismo (RITTER et al., 2002). 
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Subsequente ao ensaio de toxidade foi avaliada a hipernocicepção inflamatória na 

ATM induzida por formalina, que é um modelo de estudo animal bem validado e amplamente 

utilizado na literatura para o estudo experimental da dor facial profunda. (ALVES et al., 2017; 

VAL et al., 2014; RIVANOR et al., 2014; RIVANOR, 2017; COURA et al., 2017; ARAUJO 

et al., 2017; AZEVEDO, 2019).  A formalina, quando aplicada na ATM, induz um 

comportamento nociceptivo de fase única de esfregar a região orofacial e recuar a cabeça 

rapidamente (ROVERONI et al., 2001). Os modelos experimentais de dor na ATM simulam 

os sintomas ou sinais de dor ou degeneração da ATM usando agentes químicos e 

inflamatórios, manipulação cirúrgica ou carregamento mecânico da ATM (SPERRY et. al., 

2019). 

Assim, avaliando os resultados obtidos nos experimentos dessa pesquisa, utilizando o 

modelo experimental de hipernocicepção inflamatória aguda na ATM induzida por formalina, 

percebeu-se que o pré-tratamento com as doses de SM-2 (1 e 10 µg/kg) e SM-3 (1 e 10 µg/kg) 

reduziram o comportamento nociceptivo. Nessa perspectiva, corroboram com esses dados os 

resultados obtidos por Azevedo (2019), utilizando o mesmo modelo experimental de 

hipernocicepção inflamatória aguda na ATM induzida por formalina, no qual os grupos pré-

tratado com Stemodia maritima (10 µg/kg) e o grupo pré-tratado com o diterpeno estemodina 

(1 µg/kg) reduziram o comportamento nociceptivo de forma estatisticamente significativa, 

quando comparado ao grupo Formalina. 

Ademais, com a perspectiva de elucidar o possível mecanismo de ação na modulação 

farmacológica de SM-2 e SM-3, avaliamos o possível envolvimento da via HO-1, utilizando o 

inibidor da enzima HO-1, zinco protoporfirina IX (ZnPP-IX).  Observamos que o ZnPP-IX 

não reverteu o efeito antinociceptivo do pré-tratamento com SM-2 (10 µg/kg) e SM-3(10 

µg/kg), mostrando, assim, que o efeito antinociceptivo desses compostos semissintéticos não 

ocorrem por meio da ativação da HO-1. 

Sabe-se que, nos últimos anos, muitos estudos indicam uma ligação entre HO-1 e 

inflamação em articulação (BENALLAOUA et al., 2007; CHAVES et al., 2018; 

KOBAYASHI et al., 2006). Nesse contexto, Chaves et. al. (2018) demonstraram que a 

expressão de HO-1 e a produção de seus metabólitos, CO e BVD, têm consequências 

antinociceptivas e antiinflamatórias, reduzindo eventos inflamatórios como edema, migração 

celular e produção de citocinas pró-inflamatórias da dor inflamatória da ATM. Ademais, 

observaram que o pré-tratamento com ZnPP-IX, um inibidor específico de HO-1, potencializa 

a hipernocicepção inflamatória.  
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Adicionalmente, para investigar a participação do NO sobre o efeito do pré-tratamento 

com SM-2 (10 µg/kg)  e SM-3 (10 µg/kg)  na hipernocicepção inflamatória aguda induzida 

por formalina na ATM de ratos, utilizamos aminoguanidina, inibidor seletivo da NO sintetase 

induzida (NOSi), previamente à administração de SM-2 e SM-3. 

Sabe-se que óxido nítrico sintase induzível (iNOS), é um mediador chave da ativação 

imunológica e da inflamação, participando de um número considerável de doenças humanas 

com componentes inflamatórios. A iNOSsuperexpressa ou desregulada tem sido implicada 

em várias patologias,incluindo sepse, câncer, neurodegeneração e vários tipos de dor, em 

modelos animais de dor neuropática, a regulação positiva da iNOS contribui para as reações 

inflamatórias locais (CINELLI et al., 2020). 

Nesse contexto, muitos inibidores potentes de iNOS com alta seletividade sobre 

isoformas de NOS relacionadas, NOS neuronal e NOS endotelial foram descobertos e essas 

drogas têm se mostrado promissoras em modelos animais de endotoxemia, dor inflamatória e 

neuropática, artrite e outros distúrbios (CINELLI, et. al. 2020). 

Nesse estudo, observamos que a aminoguanidina não reverteu o efeito antinociceptivo 

do pré-tratamento com SM-2 (10 µg/kg) e SM-3 (10 µg/kg), mostrando, assim, que o efeito 

antinociceptivo desses compostos semissintéticos não ocorre por meio da ativação do NO.  

Adicionalmente a estas análises foram realizadas avaliação de neurotoxicidade por 

meio do teste de Rotarod, que é utilizado para avaliar a motricidade de pequenos animais, 

sendo um bom modelo coadjuvante em experimentos de osteoartrite. Quando a quantidade de 

rotações por minuto (rpm) torna-se alta, ela exige adequada performance do animal, presença 

de alguma alteração na motricidade, o mesmo não consegue se manter sobre o cilindro 

(DUNHAM; MIYA, 1957; PIEL et al., 2014). 

Nesse contexto, não detectamos distúrbios na atividade locomotora ou desempenho 

motor em animais tratados com SM-2 (10 µg/kg) e SM-3 (10 µg/kg). Os grupos Salina, SM-2 

e SM-3 tiveram tempos de latência e número de quedas semelhantes, o que sugere que os 

compostos na dose efetiva não têm ação relaxante muscular ou depressora central nos 

modelos de nocicepção usados em nosso estudo. 

Sousa (2017) obteve resultados semelhantes em estudo comportamental com Stemodia 

maritima L., em que foram realizados testes de Labirinto, de nado forçado, teste de campo 

aberto, com ratos, não sendo dectectado alterações no comportamento desses animais. 

Ademais, nesse mesmo estudo foram realizados análise do peso de órãos (fígado, coração e 

rins), não revelendo alteraçãoes significativas de toxidade. 
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8 CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que SM-2 e SM-3 são seguros e 

apresentam efeitos antinociceptivos em modelos de hipernocicepção inflamatória induzida por 

formalina na ATM de ratos, não apresentando atividade através das vias da HO-1 e NO. 

Portanto, esses dados são promissores para a prática clínica, pois oferecem evidências 

científicas que comprovam o potencial destes compostos semissintéticos para a terapia 

farmacológica da dor e inflamação na ATM em humanos, como abordagem alternativa para 

os indivíduos portadores de dor orofacial e DTM, que não respondem às terapias 

convencionais. 

 Sendo, adicionalmente, necessário investigar outras vias metabólicas, alvos celulares 

e moleculares, para maior compreensão dos mecanismos de ação, possibilitando uma melhor 

efetividade de seu uso.   
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ANEXO A 

 

DECLARAÇÃO DE APROVAÇÃO DO PROJETO ESTUDO DOS DERIVADOS 

SEMISSINTÉTICOS SM-2 E SM-3 OBTIDOS DE Stemodia maritima Linn. EM 

ENSAIO PRÉ-CLÍNICO DE DOR NA ATM DE RATOS 

 

 

 


