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RESUMO 

 

Neste estudo identificamos o efeito antinociceptivo e anti-inflamatório dos flavonoides PMT1 

e PMT2 obtidos das partes aéreas de Piper montealegreanum, o extrato etanólico e frações 

fenólicas de geoprópolis , bem como o extrato, frações (acetato de etila e hidrometanólica) e o 

flavonoide tricetina, sendo ambos (geoprópolis e pólen) coletados pela abelha Melipona 

subnitida, também foi estudado o extrato etanólico, frações e o flavonoide epicatequina 

XACC-1 obtidos da casca do caule de Ximenia americana. O efeito antinociceptivo de PMT1 

e PMT2 (0,1; 1; 30 e 100 μmol/kg, i.p.) foi avaliado usando o  ensaio de contorção abdominal 

induzida por ácido acético, os flavonoides foram capazes de inibir o número de contorções 

com uma DI50 de 0,58 e 0,44 μmol/kg, respectivamente. Além disso, estes flavonoides (100 

μmol/kg, i.p.) inibiram o tempo de lambida na 1ª fase do teste de formalina, mas apenas 

PMT2 permaneceu ativo na 2ª fase. No entanto, PMT1 e PMT2 (100 μmol/kg, i.p.) não 

aumentaram o tempo de latência dos animais na placa quente. A fim de avaliar o efeito anti-

inflamatório destes flavonoides, o ensaio de edema da orelha induzido por capsaicina foi 

realizado. Ambos os flavonoides (100 μmol/kg, i.p.) foram ativos neste modelo. O extrato 

etanólico do pólen coletado por M. subnitida, a fração acetato de etila, hidrometanólica e o 

flavonoide tricetina, quando testados em camundongos, induziram efeito antinociceptivo no 

ensaio de contorções abdominais. A atividade anti-inflamatória do flavonoide tricetina 

também foi confirmada no ensaio de edema de pata induzido por carragenina. Além disso, o 

teste de contorção induzida por ácido acético foi utilizado para avaliar a atividade 

antinociceptiva dos extratos etanólicos (100 mg/kg) de geoprópolis e respectivas frações 

fenólicas (100 mg/kg). Os resultados demonstram que os extratos etanólicos produziram uma 

inibição significativa (p <0,05), com inibições de 96,9% a 100%. As frações fenólicas, na 

mesma dose, inibiram também o número de contorções (p <0,05) na proporção de 71,4% a 

93,5%. O fato dos extratos etanólicos mostrarem ligeiramente maior atividade antinociceptiva 

que as frações fenólicas, sugere que geoprópolis contém outros compostos responsáveis por 

esta atividade, os quais devem ser investigados quimicamente. A ação antinociceptiva e anti-

inflamatória do extrato etanólico, frações e a XACC-1 isolada de X. americana foram também 

determinadas utilizando modelos in vivo, tais como contorções abdominais induzidas por 

ácido acético, o teste de formalina, teste de placa quente, peritonite induzida por Zymosan A e 

um ensaio de inibição de ciclooxigenase in vitro. Verificou-se o efeito antinociceptivo de 

XACC-1 em ambas as fases do teste da formalina, enquanto que a fração clorofórmio induziu 

inibição apenas na 1ª fase; já a fração aquosa e o extrato etanólico causaram inibição 

significativa na 2ª fase. A XACC-1 e fração acetato de etila não apresentaram nenhum efeito 

antinociceptivo central observado no teste da placa quente. O efeito anti-inflamatório foi 

determinado pela inflamação peritoneal induzida por Zymosan A e os dados indicam que 

XACC-1, o extrato etanólico a fração hidrometanólica, e acetato de etila reduziram o número 

de células recrutadas. Além disso, observou-se também que XACC-1 inibe in vitro COX-1 e 

COX-2. As ações biológicas mostradas no presente estudo sugerem que PMT1 e PMT2 de P. 

montealegreanum, tricetina, extrato e frações do pólen e extrato e frações de geoprópolis 

obtidos pela M. subnitida, bem como o extrato, frações e XACC-1 de X. americana produzem 

resposta antinociceptiva e anti-inflamatória. 

 

Palavras-chave: Piper montealegreanum. Melipona subnitida. Ximenia americana. 

Atividade antinociceptiva. Atividade anti-inflamatória. Flavonoides. 
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ABSTRACT 

 

In this study, we identified the antinociceptive and anti-inflammatory effects of the flavonoids 

PMT1 and PMT2 from Piper montealegreanum, geopropolis and pollen from stingless bee 

Melipona subnitida and the phenolic fractions extraction, such as the ethanolic extract, 

fractions and a catechin (XACC-1) isolated from Ximenia americana. The antinociceptive 

effects of PMT1 and PMT2 (0.1, 1, 30 and 100 μmol/kg, i.p.) were evaluated using the 

classical tests acetic acid-induced writhing, reduced the writhings with an ID50 of 0.58 and 

0.44 μmol/kg, respectively. Moreover, these flavonoids (100 μmol/kg, i.p.) inhibited paw-

licking time in the first phase of the formalin test, but only PMT2 was active in the second 

phase. However, PMT1 and PMT2 (100μmol/kg, i.p.) did not increase the latency time of the 

animals in the hot plate. In order to evaluate the anti-inflammatory effect of these flavonoids, 

capsaicin-induced ear oedema assay was carried out. Both flavonoids (100μmol/kg, i.p.) were 

active in this model. The ethanolic extract of pollen colleted by M. subnitida, the fractions 

ethyl acetate and hydromethanol and the flavonoid tricetin, when tested in mice, induced 

antinociceptive effects. The anti-inflammatory activity of the flavonoid tricetin was also 

confimed. Moreover, acetic acid-induced writhing test was initially used to evaluate the 

antinociceptive activity of the ethanolic extracts (100 mg/kg) of geopropolis and their 

phenolics fractions (100 mg/kg). The results demonstrate that the ethanolic extract (100 

mg/kg), produced inhibition of abdominal constrictions induced by acetic acid in mice 

(p<0.05), with inhibitions of 96.9% to 100%. Phenolic fractions at the same concentration 

also inhibited the number of writhes (p<0.05) from 71.4% to 93.5%. The fact that the 

ethanolic extracts showed slightly greater antinociceptive activities than the phenolic fractions 

suggests that geopropolis contains other compounds responsible for this activity and should 

be chemically investigated, however the phenolic fraction is probably principally responsible 

for this activity. The antinociceptive and anti-inflammatory action of the ethanolic extract, 

fractions and XACC-1 isolated from X. americana were also determined utilizing in vivo 

models such as acetic acid-induced writhing, the formalin test, hot plate test, Zymosan A-

induced peritonitis and an in vitro cyclooxygenase inhibition assay. The writhing test revealed 

antinociceptive effects of all samples from X. americana. In the formalin test verified an 

antinociceptive effect in both the early and late phases by XACC-1, while the chloroform 

fraction showed a lower antinociceptive effect in the first phase; and the aqueous fraction and 

ethanolic extract of stem bark caused significant inhibition in the second phase. XACC-1 and 

the ethyl acetate fraction had no central antinociceptive effect in the hot plate test. Anti-

inflammatory effects were determined for Zymosan A-induced peritoneal inflammation and 

the data indicated that XACC-1, the hydromethanol fraction, the ethanolic extract and the 

ethyl acetate fraction reduced the number of recruited cells. Moreover, it observed that 

XACC-1 also inhibited in vitro COX-1 and COX-2. The biological actions showed in the 

present study demonstrate that PMT1 and PMT2 from P.montealegreanum, tricetin, extract 

and factions from pollen and extract and fractions geopropolis both from M. subnitida, such 

as the extract, fractions and XACC-1 from X. americana produce antinociceptive and anti-

inflammatory responses. 

 

Keywords: Piper montealegreanum. Melipona subnitida. Ximenia americana. 

Antinociceptive activity. Anti-inflammatory activity. Flavonoids. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A inflamação é uma resposta imediata do corpo desencadeada pelo dano devido à 

presença de patógenos, substâncias tóxicas ou agressão física (UMAMAHESWARI; 

SANGEETHA, 2015; WEISS, 2008). Os processos inflamatórios são necessários à vigilância 

imunológica, reparação ótima, e regeneração após a lesão (NATHAN; DING, 2010). No 

entanto, a inflamação excessiva ou inadequada é a causa de inúmeras doenças, incluindo 

artrite reumatoide, psoríase e doença inflamatória intestinal. A inflamação é o maior 

componente dos danos causados por doenças autoimunes e um colaborador essencial para 

doenças como câncer, diabetes e doença cardiovascular (MCINNES; SCHETT, 2011; 

TABAS; GLASS, 2013). 

 Localmente, a inflamação se desenvolve nas formas clássicas, caracterizadas pelo 

edema, calor, rubor e muitas vezes dor. Os indutores comuns de inflamação compreendem 

uma grande variedade de condições adversas que iniciam o recrutamento dos leucócitos, 

indução e ativação de mediadores inflamatórios, como cininas, produtos da enzima 

ciclooxigenase - COX e citocinas. Muitas dessas moléculas são produzidas localmente e têm 

comprovado envolvimento no processo inflamatório dos tecidos, e são os principais alvos 

para a intervenção terapêutica em uma variedade de doenças (CALDER, 2015; 

MEDZHITOV, 2008, TABAS; GLASS, 2013). A dor é um dos sinais clássicos do processo 

inflamatório em que a sensibilização dos nociceptores é o denominador comum (GREENE, 

2010). Esta sensibilização causa hiperalgesia ou alodinia em seres humanos, fenômenos que 

envolvem a percepção da dor, e é mais bem descrita como nocicepção em modelos animais 

(CUNHA et al., 2008; VERRI-JÚNIOR et al., 2006). 

O tratamento clínico da dor e inflamação é dependente de fármacos que pertencem à 

classe dos anti-inflamatórios não-esteroidais (AINEs), esteroidais bem como dos analgésicos 

opioides (SERHAN; CHIANG; DALLI, 2015). A constante busca por agentes analgésicos e 

anti-inflamatórios potencialmente eficazes e seguros não pode ser subenfatizada. O uso de 

extratos de ervas e suplementos nutricionais como medicina alternativa ou complementar à 

quimioterapia convencional para o tratamento de processos inflamatórios está bem 

documentado na medicina Ayurveda (RAO; FANG; TZENG, 2005). Além disso, diferentes 

populações nas mais variadas regiões do mundo utilizam correntemente os produtos naturais 

como único recurso terapêutico (CALIXTO, 2005; USTULIN, 2009).  

A busca de produtos naturais com apropriedades medicinais tornou-se uma importante 

atividade científica, visando o crescimento e o aperfeiçoamento de técnicas e recursos 
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humanos especializados, que possam colaborar com as pesquisas voltadas para o 

desenvolvimento de fármacos capazes de contribuir para o tratamento e cura de doenças que 

acometem a população. Neste sentido, desde 2009, o governo brasileiro está dando prioridade 

ao estudo de produtos oriundos da fauna e flora nativa com ênfase à descoberta de novos 

medicamentos e/ou substâncias que possam servir de ferramentas farmacológicas ou como 

modelos para a síntese de novos fármacos (BRASIL, 2009).  

Portanto, este trabalho versa sobre o estudo das propriedades antinociceptivas e anti-

inflamatórias dos flavonoides PMT1 e PMT2 obtidos das partes aéreas de Piper 

montealegreanum, o extrato etanólico e frações fenólicas de geoprópolis,o flavonoide 

tricetina, extrato etanólico e frações (acetato de etila e hidrometanólica) do pólen, sendo 

ambos (pólen e geoprópolis) produzidos pela abelha sem ferrão Melipona subnitida, bem 

como o extrato etanólico, frações e uma epicatequina XACC-1 obtidos da casca do caule de 

Ximenia americana. Para tanto, modelos in vivo e in vitro foram utilizados, como: ensaio de 

contorções abdominais induzidas por ácido acético (COOLIER; DINNEN; SCHNEIDER,  

1968); o ensaio de nocicepção induzida por formalina (HUNSKAAR; FASMER; HOLE, 

1985; TJOLSEN et al., 1992) o ensaio de placa quente (KURAISHI et al., 1983); o ensaio de 

peritonite induzida por Zymosan A (FERRANDIZ; ALCARAZ, 1991). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial antinociceptivo e anti-inflamatório 

dos flavonoides PMT1 e PMT2 obtidos das partes aéreas de P. montealegreanum, o extrato 

etanólico e frações fenólicas de geoprópolis, bem como o extrato, frações (acetato de etila e 

hidrometanólica) e o flavonoide tricetina do pólen, sendo ambos (geoprópolis e pólen) 

coletados pela abelha M. subnitida, também foi avaliado o extrato etanólico, frações e o 

flavonoide epicatequina XACC-1 obtidos da casca do caule de X. americana, contribuindo 

assim para o estudo farmacológico desses produtos naturais. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar a atividade antinociceptiva em modelos animais de nocicepção; 

 Investigar uma possível ação antinociceptiva central no modelo de placa quente; 

 Pesquisar a atividade anti-inflamatória em modelos animais de inflamação aguda; 

 Sugerir alternativas para a elucidação do mecanismo de atuação XACC-1, na 

nocicepção e inflamação. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Considerações sobre a importância terapêutica dos produtos naturais 

 

Os produtos naturais e seus derivados consistiram durante muito tempo a base da 

terapêutica adotada mundialmente. Há relatos na literatura que aproximadamente 3000 a.C., 

os povos orientais, em particular os chineses, já faziam uso de plantas e outros métodos 

terapêuticos naturais no tratamento de diversas enfermidades (CHANG; BUT, 1987). 

A observação dos diferentes tipos populacionais em diversas regiões do mundo sobre 

o uso e a eficácia de uma gama de produtos naturais oriundos da fauna e flora contribuiu de 

forma relevante para a divulgação das virtudes terapêuticas destes compostos, utilizados com 

frequência pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de amiúde não terem seus 

constituintes químicos conhecidos. Dessa forma, usuários de produtos naturais de todo o 

mundo, mantém em voga uma prática medicinal que utiliza informações de terapêuticas que 

foram sendo acumuladas durante séculos (MEHTA, 2015).  

 As plantas representam uma fonte importante de produtos naturais biologicamente 

ativos, muitos dos quais constituíram modelos para a síntese de um grande número de 

fármacos (VARANDA, 2006). A fantástica variedade e complexidade de metabólitos 

especiais biossintetizados pelas plantas teriam se formado e evoluído como mecanismo de 

defesa desses vegetais às condições ambientais ricas em microrganismos, insetos, animais e 

também às condições de adaptação e regulação (MONTANARI; BOLZANI, 2001). 

A história do desenvolvimento das civilizações Oriental e Ocidental é rica em 

exemplos da utilização de recursos naturais na medicina, no controle de pragas e em 

mecanismos de defesa, merecendo destaque a civilização Egípcia, Greco-Romana e Chinesa 

(VIEGAS-JÚNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006). A cultura chinesa tem-se utilizado do 

conhecimento popular de ervas medicinais durante os últimos cincos séculos. Há relatos, por 

exemplo, do uso de plantas com finalidades terapêuticas na obra Pen Ts’ao do chinês Shen 

Nung, que é reconhecidamente o fundador da medicina chinesa (FOGLIO et al., 2006; 

TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). A medicina tradicional chinesa se desenvolveu com tal 

grandiosidade e eficiência que até hoje muitas espécies e preparados vegetais medicinais são 

estudados na busca pelo entendimento de seu mecanismo de ação e no isolamento dos 

princípios ativos (VIEGAS-JÚNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006). No ano 78 d.C., o 

botânico grego Pedanios Dioscorides descreveu cerca de 600 plantas medicinais, além de 
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produtos minerais e animais no tratado De Materia Medica. Este tratado permaneceu como 

fonte de referência por mais de quatorze séculos (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).  

Até meados do século XX, os produtos naturais constituíam a base da terapêutica 

medicamentosa, quando a síntese química, que teve início no final do século XIX, iniciou 

uma fase de desenvolvimento vertiginoso (FOGLIO et al., 2006). No entanto, nas últimas 

décadas, uma importante mudança no paradigma das sociedades ocidentais fez com que os 

produtos naturais passassem novamente a ocupar papel de destaque por grandes contigentes 

populacionais de países desenvolvidos e em desenvolvimento. A indústria farmacêutica 

motivada, em parte, pela descoberta de quimioterápicos eficazes como vimblastina, 

vincristina, podofilotoxina e os análogos etoposídeo e teniposídeo, camptotecina e taxol, 

reativou o interesse pelos medicamentos de origem vegetal, principalmente pela busca de 

substâncias com estruturas moleculares complexas, praticamente impossíveis de serem 

obtidas por um processo sintético de custo racional (MONTANARI; BOLZANI, 2001). 

O entusiasmo em relação ao estudo de produtos naturais vem crescendo na assistência 

à saúde em função de sua fácil aceitabilidade, disponibilidade e em muitos casos baixo custo 

(VARANDA, 2006). Atualmente cerca de 50% dos medicamentos utilizados são de origem 

sintética e cerca de 25% são de origem natural, isolados ou produzidos por semi-síntese, 

oriundos de nada mais do que 90 espécies vegetais, na utilização na terapia moderna 

(FOGLIO et al., 2006).  

Em Cuba, a rica flora permite vasta tradição no uso de fitoterápicos, outrossim,  na 

África do Sul, o uso comum e medicinal de plantas é vasto, com grande produção e obtenção 

de extratos, o que movimenta setores da economia. No Brasil, existe uma fauna e flora 

bastante diversificada em toda a sua extensão, com vegetações e agentes polinizadores de 

diferentes características e cujos princípios ativos são ainda desconhecidos (VARANDA, 

2006). 

Um exemplo recente de um medicamento produzido a partir de plantas medicinais é o 

anti-inflamatório fitoterápico Acheflan®, indicado no tratamento local de processos 

inflamatórios. Esse produto oriundo de pesquisa 100% nacional é encontrado nas formas 

farmacêuticas de aerosol e de creme, cada uma contendo 5,0 mg do óleo essencial de erva-

baleeira (Cordia verbenacea, Borraginaceae), padronizado em 2,3-2,9% do terpeno α-

humuleno. Outras substâncias de origem vegetal, pertencentes às mais diversas classes 

químicas, possuem atividade anti-inflamatória comprovada cientificamente. Dentre elas, 

destacam-se terpenos, taninos, alcaloides, lignanas, saponinas, cumarinas e flavonoides 

(COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009). Os exemplos citados configuram apenas 
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algumas dentre as diversas e importantes substâncias isoladas de plantas medicinais, 

corroborando a necessidade de se fortalecer os estudos voltados para o desenvolvimento de 

fármacos a partir de produtos naturais. 

 Entre os produtos naturais de destaque no Brasil, com propriedades terapêuticas 

podemos citar os produzidos pelas abelhas como: pólen e própolis. A própolis tem sido 

aplicada há séculos na medicina tradicional, bem como em dietas alimentares e suplementos 

(KROYER;  HEGEDUS, 2001). É utilizada para curar doenças como resfriados, gripes, 

úlceras, envelhecimento precoce, anemia, colite, reações alérgicas e enterite (GRAIKOU et 

al., 2011; HANSSEN, 1979; SCAGNETTI; LYNGHEIM, 1979; ULUSOY; KOLAYLI, 

2013). O pólen apícula, constitui uma aglutinação do pólen e néctar floral, com as substâncias 

salivares da abelha, vem se destacando tanto pelas suas propriedades terapêuticas como 

atividade antioxidante e possibilidade de aplicação na indústria alimentícia na forma de 

alimentos funcionais ou suplemento alimentar. Os efeitos terapêuticos tem sido atribuídos aos 

diversos compostos fenólicos presentes nesse produto (FREIRE et al., 2012; SILVA et al, 

2006). 

 As propriedades medicinais dos produtos apícolas se devem em grande parte ao 

arsenal vegetal utilizado pelas abelhas, que pela sua capacidade de vôo e de carregar grandes 

quantidades de pólen são excelentes agente polinizadores, podendo utilizar uma gama de 

plantas com atividade terapêutica para elaborar seus produtos. Outrossim, a espécie de abelha 

também influenciará na constituição química do produto natural, tendo-se em vista que os 

seus hábitos e substâncias salivares determinará modificações preponderantes no mel, pólen 

ou  própolis  produzidos (PESSON; LOUVEAUX, 1984). 

Os produtos naturais desempenham, portanto, papel muito importante na medicina 

moderna. Primeiramente, porque podem fornecer fármacos extremamente importantes, os 

quais dificilmente seriam obtidos via síntese química, como por exemplo, os alcaloides da 

Papaver somniferum e os glicosídios cardiotônicos da Digitalis spp. Em segundo lugar, as 

fontes naturais fornecem compostos que podem ser modificados, tornando-os mais eficazes 

ou menos tóxicos. Em terceiro lugar, os produtos naturais podem ser utilizados como 

protótipos para obtenção de fármacos com atividades terapêuticas semelhantes a dos 

compostos originais (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). 

 

3.2 Considerações sobre a espécie Piper montealegreanum Yuncker  
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A família Piperaceae é composta por quatro grandes gêneros e cerca de 4000 espécies 

que são distribuídas em regiões tropicais e subtropicais em todo o mundo (REGASINI et al., 

2008), sendo o gênero Piper o mais abundante, com cerca de 2000 espécies (CALLEJAS-

POSADA; MIRANDA-ESQUIVEL, 2006; MIRANDA-ESQUIVEL, 2006; QUIJANO-

ABRIL). Estudos fitoquímicos de espécies de Piper descreveram o isolamento de várias 

classes de metabólitos secundários, incluindo-se amidas, flavonoides e lignanas (PARMAR et 

al., 1997). Os flavonoides monoterpênicos são estruturas relativamente raras, caracterizadas 

pela sua complexidade estrutural e encontradas em poucas famílias de plantas, como 

Annonaceae e Piperaceae (ØYVIND; KENNETH, 2006). P. montealegreanum Yuncker é um 

pequeno arbusto pertencente à família Piperaceae e provenientes da região Amazônica. Não 

se conhece nenhum uso desta planta na medicina popular. Do ponto de vista químico-

farmacológico, esta espécie foi pouco estudada. Das partes aéreas de P.montealegreanum 

foram previamente isolados dois flavonoides: (S)-8-formil-30,5-di-hidroxi-7-metoxi-6-metil-

flavanona (PMT1) e  30-formil-3,40,60-tri-hidroxi-20-metoxi-50-methylchalcone (PMT2). 

Pinto, Prado e Carvalho (2011) demonstraram que PMT1 e PMT2 têm atividade 

antibacteriana contra a Pseudomonas aeruginosa resistentes à ampicilina. Estes dois 

flavonoides também mostraram efeito espasmolítico sobre anéis de aorta e de traqueia de 

ratos e cobaias (ALVES, 2004).  

 

3.3 Considerações sobre pólen e geoprópolis de Melipona subnitida Ducke 

  

Sendo o resultado da aglutinação do pólen e néctar florais, associados a substâncias 

salivares das abelhas, o pólen apícola é considerado um dos mais ricos e puros alimentos 

naturais, fonte de diversas substâncias, principalmente agentes antioxidantes como os 

flavonoides (FREIRE et al.  2012; PIETTA, 2000). Valendo-se ressaltar que o pólen apícola é 

coletado pela abelha Apis melifera, sendo o objeto de estudo deste trabalho o pólen 

meliponícola que é o polen coletado principalmente pelas abelhas do gênero Melipona que 

não possuem ferrão. Existem mais de 300 espécies de abelhas sem ferrão no Brasil, sendo 

distribuídas por todo território nacional (SOUZA, 2012).  

 A abelha sem ferrão Melipona subnitida Ducke, conhecida como jandaíra, é uma das 

abelhas nativas e endêmica do semiárido do Nordeste brasileiro, destacam-se por se 

adaptarem bem em ambientes protegidos e por apresentarem baixa amplitude de vôo, sendo 

uma das mais utilizadas pelo homem da Caatinga. Esta espécie é comercialmente valorizada 

pela população local por causa das propriedades medicinais atribuídas ao seu mel e pólen. No 
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entanto, sua importância principal está ligada à conservação ambiental e produção de frutos 

através da polinização de espécies vegetais nativas e culturas cultivadas na Caatinga (SILVA 

et al., 2006; SILVA et al., 2009, SILVA et al., 2014).  

Além disso, as abelhas jandaíra (M. subnitida Ducke) utilizam vários materiais para 

proteção e construção dos seus ninhos contra inimigos, tais como cera, barro e resina (KERR, 

1987). O geoprópolis é um tipo especial de própolis preparada pelas abelhas sem ferrão 

(Melipona) que coletam resina das plantas e misturam com cera e terra (NOGUEIRA-NETO, 

1997). Sua composição química é muito complexa, estando relacionada à diversidade vegetal 

encontrada ao redor da colmeia (PINTO; PRADO; CARVALHO, 2011). O conhecimento da 

origem botânica da geoprópolis é importante porque sua atividade biológica deve estar 

associada às substâncias provenientes das plantas visitadas por estas abelhas. A Figura 1 

demonstra o geoprópolis e a pólen de abelha jandaira (M. subnitida). 

 

Figura 1- Geoprópolis e potes com pólen de abelha jandaira (M. subnitida). 

 

 
 
Fonte: SILVA, 2010. 

 

3.4 Considerações sobre a espécie Ximenia americana L.  

 

Em meio a diversas espécies de plantas medicinais utilizadas na medicina popular no 

Brasil e no mundo (BASSO et al., 2005; CALIXTO; OTUKI; SANTOS, 2003; CALIXTO et 
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al., 2004), encontra-se a X. americana L. Espécie pertencente à família Olacaceae comumente 

encontrada na África, Índia, América Central e América do Sul. É uma planta cosmopolita 

tropical com ocorrência silvestre, inclusive nos tabuleiros litorâneos do Nordeste do Brasil 

(MATOS, 2007; POTT; POTT, 1994; SACANDE; VAUTIER, 2006).  

A X. americana L. é caracterizada como um arbusto de 3-4 metros, podendo chegar 

aos 6 metros de altura, com espinhos de casca fina, avermelhada ou cinza, lisa ou pouco 

rugosa, com folhas pequenas, simples, inteiras e flores branco-amareladas, aromáticas, com as 

pétalas recurvadas, dispostas em racemos curtos, axilares ou terminais (BRASILEIRO et al., 

2008). Os frutos são uma fonte rica em vitamina C, de formato arredondado, de 1,5-2,0 cm de 

diâmetro, suculento e apresentando uma única semente tipo amêndoa branca. A casca do fruto 

é uma película fina, facilmente retirada, quando o fruto está maduro (Figura 2). Quando 

verde, tem coloração da casca verde, e quando maduro, a cor da casca torna-se amarelo 

alaranjado. Considerando a polpa, ocorre mudança de coloração, passando da cor verde para a 

amarela, à medida que o fruto amadurece, possui consistência firme e sabor adocicado. 

Também é perceptível um aroma característico nos frutos maduros (EROMOSELE; 

EROMOSELE, 2002; SILVA et al., 2008). 

Figura 2 - Ximenia americana L.  

 

 

A: Hábito; B: Folhas; C: Caule lenhoso; D: Flor e espinho; E: Fruto de X. americana L.  

 
Fonte: BRASILEIRO et al., 2008. 
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A X. americana L. é conhecida popularmente no Brasil como ameixa silvestre, ambuí, 

ameixa-da-baía, ameixa-brava, ameixa-de-espinho, sândalo-do-brasil entre outros nomes, 

conforme o local em que está adaptada (BRAGA, 1976; SILVA et al., 2008). Todas as partes 

desta planta têm indicações de uso na medicina popular (BRAGA, 1976; JAMES et al., 2007).  

No Brasil a X. americana L. faz parte do extrato arbustivo-arbóreo da Caatinga, 

figurando como uma das principais espécies. No período seco, quando a maioria das espécies 

da Caatinga perde as folhas, essa planta destaca-se por apresentar-se com as folhas totalmente 

verdes, o que caracteriza uma planta resistente à seca (FERNANDEZ; BEZERRA, 1990).  

Sua casca apresenta diversas atividades e vem sendo usada para diversos fins tais 

como: tratamento da lepra, malária, dor de cabeça, moluscicida, infecções da pele, 

hemorroidas e inflamações das mucosas (VERAS; MORAIS, 2004). A casca pulverizada 

também é recomendada para cicatrização de úlceras, como depurativo, regulador menstrual e 

nas enfermidades gástricas. A infusão das flores é empregada para amenizar diarreias e 

disenterias (BRAGA, 1976; HUTCHINSON; DAZIEL, 1954). As raízes são empregadas 

como anti-séptico, para doenças mentais, febre, icterícia e dor de cabeça, ao passo que as 

folhas são usadas para sarampo, dor de dentes e também como laxante (OMER; ELIMINA, 

2003; SOFOWORA, 1982). Esta planta também é utilizada contra o reumatismo, câncer e 

muitos tipos de infecções (MEVY et al., 2006).  

Estudos realizados com diferentes partes da espécie X. americana L. indicam que esta 

espécie apresenta atividade: antitumoral (VOSS; EYOL; BERGER, 2006), antimicrobiana 

(GEYID et al., 2005; KONÉ et al., 2004; OMER; ELNIMA, 2003), pesticida e moluscicida 

(FATOPE; ADOUM; TAKEDA, 2000; UCHOA et al., 2006) e anticonvulsivante 

(QUINTANS-JÚNIOR et al., 2002). 

Tendo em vista as diversas propriedades medicinais atribuídas a X. americana L. 

estudos fitoquímicos foram realizados com esta espécie indicando a presença de metabólitos 

secundários em diferentes tipos de extratos desta planta. Alguns estudos relataram a ausência 

de alcaloides (JAMES et al., 2007; OGUNLEYE; IBITOYE, 2003), outros trabalhos como o 

realizado por Soro, Traore e Sakande (2008) indicaram a presença de alcaloides, taninos e 

flavonoides no extrato aquoso da casca do caule de X. americana L. Quintans-Júnior et al. 

(2002) atribuiu a possível atividade anticonvulsivante a alcaloides presentes no extrato 

etanólico bruto da espécie. 

Resultados obtidos utilizando extratos aquosos e metanólicos das folhas, da casca do 

caule e da raiz indicaram constituintes presentes na planta como: carboidratos, na forma de 

açúcares e amido solúvel, exceto para o extrato aquoso das folhas. Saponinas, glicosídios 
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cardiotônicos e antraquinonas estiveram presentes em todos os extratos, exceto nos extratos 

das folhas, onde não foram encontradas antraquinonas (JAMES et al., 2007). As cascas da X. 

americana L. apresentam elevado teor de taninos que ainda não foram identificados 

quimicamente (MATOS, 2007). Estudos com o óleo volátil das folhas de X. americana L. 

demonstraram que continha em sua composição, 69 % de compostos aromáticos, 12,5 % de 

compostos lipídicos e 13 % de terpenos (MEVY et al., 2006). O constituinte encontrado em 

maior quantidade foi o benzaldeído (63,5 %), seguido pelo cianeto de benzila (13 %) e 

isoforona (3,5 %). Outras partes como raiz, frutos e sementes também apresentaram óleos 

ricos em ácidos graxos essenciais como: linoleico, linolênico e araquidônico (EROMOSELE; 

EROMOSELE, 2002; MATOS, 2007).  

Mwangie colaboradores (1993) isolaram da raiz de X. americana var. caffra 

compostos fenólicos como a catequina, epicatequina e ácido gálico, outros estudos também 

apontam a presença de flavonoides nesta espécie (BRASILEIRO et al, 2008; SORO; 

TRAORE; SAKANDE, 2008).  

 

3.5 Considerações sobre os flavonoides e sua importância  

 

Os frutos e os vegetais são importantes na dieta humana por apresentarem 

componentes antioxidantes que protegem contra os radicais livres e têm sido associados à 

redução de risco de várias doenças degenerativas como aterosclerose, câncer, mal de 

Parkinson e Alzheimer (LODYATO et al., 2004; ZHANG; HAMAUZU, 2004).  Os 

compostos responsáveis pela ação antioxidante são de origem endógena como as enzimas e 

proteínas e exógena como as substâncias de baixa massa molecular tais como: vitaminas, 

carotenoides, flavonoides, antocianinas e outros compostos fenólicos muito comuns em 

plantas (ARGOLO et al., 2004; ZHANG; HAMAUZU, 2004).  

Os flavonoides representam um dos grupos fenólicos mais importantes e 

diversificados entre os produtos de origem natural. Essa classe de metabólitos secundários é 

amplamente distribuída no reino vegetal (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009). Mais 

de 4000 flavonoides foram isolados a partir de plantas. Eles desempenham um papel 

importante no metabolismo vegetal e são consideradas substâncias bioativas relativamente 

não-tóxicas (ODONTUYA; HOULT; HOUGHTON, 2005; PATEL et al., 2008).  

Flavonoides são compostos fenólicos de origem natural de considerável interesse 

científico e terapêutico. O termo flavonoide é um nome coletivo dado aos pigmentos de 

plantas derivados da benzo-γ-pirona. Consistem de um esqueleto de difenil propano (C6C3C6) 
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com dois anéis benzênicos (A e B) ligados a um anel pirano (C) (BEHLING et al., 2004). A 

Figura 3 mostra o esqueleto estrutural básico dos flavonoides. 

 

Figura 3 - Estrutura básica dos flavonoides.  
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Fonte: Adaptado de BEHLING et al., 2004. 

 

Os flavonoides estão divididos em subclasses baseados nas conexões nos anéis B e C 

bem como no grau de saturação, oxidação e hidroxilação do anel C, conforme mostra a 

Figura 4. As características estruturais os dividem em chalconas, flavanolol, flavononas, 

flavonas, flavonois, isoflavonoides, flavan-3-ois e antocianidinas (BEHLING et al., 2004; 

OLIVEIRA, 2005b;WILLAIN-FILHO et al., 2005).  

 

Figura 4 - Classificação dos flavonoides. 
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Fonte: Adaptado de COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009. 

. 

Esse grupo de substâncias são metabólitos secundários amplamente distribuídos no 

reino vegetal, comumente encontrados em frutas, vegetais, grãos, flores, chá e vinho 
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(BEHLING et al., 2004; WILLAIN-FILHO et al., 2005). As flavononas ocorrem 

predominantemente em frutas cítricas, conferindo-lhes o sabor característico. As flavonas 

distribuem-se em ervas e grãos, contribuindo para o sabor e coloração dos tecidos vegetais. 

As isoflavonas estão presentes em grãos, como a soja, onde possuem atividade estrogênica. 

As antocianinas são encontradas em frutos, produzindo coloração azul e vermelha; as 

catequinas também estão presentes em frutos (CAMARGO, 2007). 

Muitos flavonoides ocorrem naturalmente como flavonoides glicosilados, ou seja, 

apresentam açúcares simples ou complexos como substituintes nos anéis centrais; dentre eles 

destacam-se: D-glucose, L-raminose, glucoramnose, galactose, ligninas, arabinose. No 

entanto, alguns flavonoides podem ser encontrados na forma de aglicona, sem açúcares 

ligados aos anéis centrais (PIMENTEL, 2006). 

Dentre as várias atividades farmacológicas atribuídas aos flavonoides, destacam-se as 

suas propriedades diuréticas, antiespasmódicas, anti-inflamatórias, antibacterianas, 

antiulcerativas, antivirais, antifibrótica, estrogênicas, antioxidante e antineoplásica, dentre 

outras (BEHLING et al., 2004; WILLAIN-FILHO et al., 2005; JAYASHREE et al., 2010; 

CHAHAR et al., 2011).   

 

3.6 Dor e nocicepção 

 

A capacidade de detectar estímulos nocivos é essencial para a sobrevivência e bem-

estar de um organismo (BASBAUM et al., 2009). O sistema nervoso sensorial é especializado 

em detectar e reagir a estímulos externos e, dependendo da evolução da complexidade 

genética característica de cada espécie, as proteínas transdutoras possibilitam diferenciar o 

estímulo agressivo do inócuo (KRAYCHET; CALASANS; VALENTE, 2006).  

A dor pode ser definida como uma experiência sensorial e emocional desagradável 

associada a um dano tecidual potencial ou real (LIMA-JÚNIOR, 2005; TRACEY; 

MANTYH, 2007). Assim como a beleza não é inerente a uma imagem visual, a dor é uma 

experiência complexa que envolve não apenas a transdução dos estímulos de substâncias 

nocivas do ambiente, processamento cognitivo e emocional pelo cérebro (JULIUS; 

BASBAUM, 2001). Já a nocicepção é o processo pelo qual estímulos térmicos, mecânicos, ou 

químicos intensos são detectados por uma subpopulação de fibras nervosas periféricas, 

denominadas nociceptores (BASBAUM et al., 2009).  

O sistema nervoso pode alterar os seus níveis de atividade em resposta a um estímulo 

nociceptivo, não sendo apenas um condutor de estímulos, mas sim reagindo a eles quando 
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persistentes, modificando-se anatômica e funcionalmente (neuroplasticidade) e também 

armazenando estas informações (memória) (BARROS, 2004). Os estímulos dolorosos são 

detectados e codificados, principalmente, por nociceptores aferentes nociceptores nas fibras 

nervosas tipos Aδ e C, que transmitem informações nocivas a medula espinal e ao cérebro 

(BASBAUM et al., 2009; IVERSEN; CHAPMAN, 2002). 

Estes nervos têm terminações sensoriais nos tecidos periféricos e são ativados por 

estímulos de vários tipos (mecânico, térmico, químico) (JULIUS; McCLESKEY, 2006). Eles 

são diferenciados de outros tipos de receptores mecânicos e térmicos pelo seu limiar mais 

alto, pois normalmente são ativados somente por estímulos de intensidade nociceptiva – 

suficiente para causar algum grau de lesão tecidual. Registros da atividade em fibras aferentes 

isoladas em humanos mostraram que estímulos suficientes para excitar estas pequenas fibras 

aferentes também evocam uma sensação dolorosa. Muitas dessas fibras são fibras C não-

mielinizadas, com baixas velocidades de condução; este grupo é conhecido como 

nociceptores polimodais C. Outras são fibras mielinizadas finas (Aδ) de condução mais 

rápida, mas que respondem a estímulos periféricos semelhantes. Os aferentes provenientes de 

músculos e vísceras também conduzem informação nociceptiva. Nos nervos destes tecidos, as 

fibras Aδ estão conectadas a mecanoceptores de limiar alto, enquanto as fibras não-

mielinizadas estão conectadas com nociceptores polimodais C, como na pele (OLIVEIRA, 

2005a). 

Os corpos celulares das fibras aferentes nociceptivas espinais situam-se nos gânglios 

das raízes posteriores dos nervos raquidianos; as fibras penetram na medula através das raízes 

posteriores, terminando na substância cinzenta, nas seis lâminas do corno posterior da medula 

espinal. A maioria dos aferentes nociceptivos termina na região superficial do corno posterior, 

as fibras C e algumas fibras Aδ inervando corpos celulares nas lâminas I e II, enquanto outras 

fibras A penetram mais profundamente no corno posterior (lâmina V). As células nas lâminas 

I e V dão origem às principais vias de projeção a partir do corno posterior tálamo 

(DICKENSON, 1995). 

Os receptores nervosos periféricos da dor foram se desenvolvendo ao longo do tempo, 

de maneira a ampliar e facilitar a condução nervosa após estímulo de alto limiar, com o 

objetivo de evitar situações desagradáveis, manter as funções fisiológicas e preservar a vida. 

Entretanto, embora seja um processo natural, a dor é sempre referida como uma sensação 

desagradável e por vezes insuportável (FEIN, 2012; KRAYCHETE; CALASANS; 

VALENTE, 2006).  
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Quando intensos, os estímulos nociceptivos geram dor aguda, e na continuação dos 

danos persistentes, tanto componentes periféricos como do sistema nervoso central (SNC) da 

dor apresentam enorme plasticidade nas vias de transmissão, aumentando os sinais de dor e 

produção de hipersensibilidade. Quando a plasticidade facilita reflexos protetores, pode haver 

benefícios, mas quando as alterações persistem, pode-se resultar em uma condição de dor 

crônica. Além disso, quando estímulos dolorosos provocam dor de maior intensidade, há a 

indução da chamada hiperalgesia. Já quando estímulos normalmente inócuos, como toque, luz 

ou calor, são percebidos como dolorosos este fenômeno é referido como alodinia 

(BASBAUM et al., 2009; LATREMOLIERE; WOOLF, 2009).  

A dor neuropática ocorre quando os axomas sensoriais ou as células nervosas estão 

danificados, causando uma mudança no sistema nervoso por hipersensibilidade, seja na área 

lesada ou no tecido circundante (TREEDE, 2008). A dor, nestes casos, tem característica de 

queimação, choque ou disestesia.  O mecanismo deste tipo de dor não é nociceptivo, mas por 

descargas paroxísticas do SNC e periférico (CAMPBELL; MEYER, 2006; LOBO; MARRA; 

SILVA, 2007).  

 

3.7 Dor e inflamação 

 

A inflamação é o mecanismo básico disponível para o reparo tecidual após uma lesão 

ou infecção, com o objetivo de remover e reparar o tecido danificado. A resposta inflamatória 

é uma reação da microcirculação, que é caracterizada pela translocação de proteínas séricas e 

migração de leucócitos do sangue para a área de injúria. Esses fenômenos são regulados pela 

liberação sequencial de substâncias vasoativas e mediadores quimiotáticos, que contribuem 

para os sinais cardinais da inflamação, os quais são calor, rubor, edema, dor e perda de função 

do tecido (LAWRENCE; WILLOUGHBY; GILROY, 2002; SCHMID-SCHÖNBEIN, 2006).  

O processo inflamatório envolve uma série de eventos que podem ser desencadeados 

por numerosos estímulos (agentes infecciosos, isquemia, interações antígeno-anticorpo, lesão 

térmica ou outras lesões ocasionadas por agentes físicos e químicos) (KUMMER; COELHO, 

2002; ROCHA, 1978). As respostas inflamatórias ocorrem em 3 fases distintas, sendo cada 

uma aparentemente mediada por diferentes mecanismos: (1) Uma fase transitória aguda, de 

reação inata, que engloba os eventos que ocorrem localmente no interior dos tecidos; 

caracterizada por vasodilatação e aumento da permeabilidade capilar: (2) Uma fase subaguda 

tardia, caracterizada proeminentemente pela infiltração dos leucócitos e células fagocíticas; a 

resposta imune é adquirida e específica, tornando a resposta de defesa a um microorganismo 
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invasor mais eficaz. (3) Uma fase proliferativa crônica, em que ocorre degeneração tecidual e 

fibrose (TLASKALOVA-HOGENOVA et al., 2005). 

Existem muitos mecanismos diferentes envolvidos no processo inflamatório. Além 

disso, a capacidade de desencadear uma resposta inflamatória é essencial para a sobrevida em 

vista dos patógenos e das lesões ambientais, embora, em algumas situações de doenças a 

resposta inflamatória seja exagerada e duradoura, sem qualquer razão benéfica aparente 

(GALLIN; GOLDSTEIN; SNYDERMAN, 1992; KELLEY et al., 1993). 

A dor aguda inflamatória é caracterizada por hipernocicepção devido à sensibilização 

dos neurônios sensoriais primários nociceptivos, gerando hiperalgesia ou alodinia. Após a 

lesão tecidual, são liberados mediadores primários, que atuam sobre receptores 

metabotrópicos na membrana neuronal para desencadear a ativação de vias de segundos 

mensageiros. Na última década, tem sido demonstrado que estímulos inflamatórios não 

estimulam diretamente a liberação de mediadores primários hipernociceptivos, mas que a sua 

liberação é precedida por uma cascata de citocinas (CUNHA et al., 2005).  

Os eicosanoides e as aminas simpáticas são os mediadores primários mais importantes. 

Estes mediadores ativam vias de segundos mensageiros, tais como monofosfato cíclico de 

adenosina (AMPc), proteína cinase A e a proteína cinase C (PKC), responsáveis pela redução 

do limiar de nociceptores, aumentando assim a excitabilidade da membrana neuronal. Neste 

estado, a ativação e transmissão do impulso pelos neurônios nociceptivos primários são 

facilitadas (CUNHA et al., 2005). 

A vasodilatação local aumenta o fluxo sanguíneo regional para a área inflamada e, 

juntamente com um aumento da permeabilidade microvascular, resulta na perda de líquidos e 

proteínas plasmáticas do sangue para o tecido extravascular. Concomitantemente, há um 

aumento da expressão de moléculas de adesão nas células endoteliais e da liberação de fatores 

quimiotáticos do local injuriado, que facilita a aderência de células circulantes ao endotélio 

vascular e sua migração para a área afetada. Estes eventos resultam em um predomínio de 

neutrófilos na área inflamada no início da lesão, que posteriormente são progressivamente 

substituídos por células mononucleares, principalmente, os monócitos, que depois se 

diferenciam em macrófagos. Essas células fagocíticas, além de ingerirem estímulos nocivos 

como microrganismos e restos celulares, também liberam enzimas hidrolíticas e proteolíticas, 

que geram espécies reativas de oxigênio (EROs) (LAWRENCE; WILLOUGHBY; GILROY, 

2002). 

Idealmente, a resposta inflamatória aguda termina quando a homeostase é 

restabelecida, após eliminação do estímulo nocivo. No entanto, quando o fator de risco 
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continua a existir, a inflamação aguda deixa de ser um evento benéfico e evolui para 

inflamação crônica (KIELLAND; CARLSEN, 2010; SCHMID-SCHÖNBEIN, 2006; WU; 

WU, 2007). 

A inflamação crônica envolve a liberação de diversos mediadores que não são 

proeminentes na resposta imune. Nas inflamações crônicas, além dos fenômenos exsudativos, 

estão presentes também os fenômenos produtivos, que consistem na proliferação de vasos e 

fibroblastos, como também na migração e proliferação de monócitos e linfócitos (SILVA et 

al., 2002).  

Os mecanismos moleculares de doenças inflamatórias crônicas, como asma, doença 

pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), artrite reumatoide e doença inflamatória intestinal, 

envolvem a infiltração e a ativação de processos inflamatórios e muitas células do sistema 

imunológico, que liberam vários mediadores inflamatórios que interagem e ativam as células 

estruturais no sítio inflamatório. O padrão de inflamação difere claramente entre estas 

doenças, com a participação de várias células e mediadores, mas todas são caracterizadas por 

aumento da expressão de várias proteínas inflamatórias, algumas das quais são comuns a 

todas as doenças inflamatórias, enquanto outras são mais específicas para uma determinada 

doença. Essa expressão aumentada de múltiplos genes inflamatórios característica da 

inflamação crônica é regulada por fatores de transcrição pró-inflamatórios, tais como fator 

nuclear kappa B (NF-κB) (BARNES, 2006). 

O número crescente de relatos na literatura tem enfatizado o fato de que a inflamação, 

especialmente, a inflamação crônica, desempenha um papel importante na patogênese e 

progressão de doenças inflamatórias, incluindo as doenças degenerativas, câncer, doenças 

cardiovasculares, acidente vascular cerebral, insuficiência renal e DPOC (WU; WU, 2007). 

A complexidade da resposta inflamatória exige que muitos de seus elementos 

funcionais sejam controlados coordenadamente em algumas situações e de forma 

independente, em outras. Esta regulação ocorre através da especificidade das células 

recrutadas e sua diferenciação, da sinalização e da expressão gênica 

(KIELLAND;CARLSEN, 2010). 

 

3.8 Mediadores da dor e inflamação 

 

Após o estímulo desencadeador do processo inflamatório, ocorre a liberação de 

diversos mediadores que podem originar-se do plasma, das células ou dos tecidos lesionados 

podendo ser divididos em: aminas vasoativas (histamina e serotonina); proteases plasmáticas 
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(sistema de cinina – bradicinina, sistema do complemento, sistema de coagulação-

fibrinolítico); eicosanoides; proteases lisossômicas; fatores ativadores das plaquetas (PAF); 

quimiocinas, citocinas, óxido nítrico (NO) dentre muitos outros (ALBERTINE et al, 2004; 

KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).  

Cada mediador com seu papel específico, atua em estágios definidos da reação 

inflamatória. O entendimento dos mecanismos endógenos de ação de alguns importantes 

mediadores envolvidos na resposta inflamatória ajuda na compreensão e na busca de novos 

alvos terapêuticos para fármacos que atuem na resolução de processos patológicos que 

ocasionam dor e inflamação (MEDZHITOV, 2008). 

Entre os mediadores da inflamação, encontram-se algumas citocinas, tais como IFN-γ, 

IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8 e o TNF-α, que exercem atividade pró-inflamatória, sendo essencial 

para iniciação, regulação e perpetuação da resposta inflamatória. Essas citocinas pró-

inflamatórias são definidas como polipeptídios produzidos e liberados pelas células em 

resposta a uma variedade de estímulos inflamatórios tais como vírus, parasitos, bactérias e 

seus produtos, ou em resposta a outras citocinas. Tais mediadores pró-inflamatório induzem a 

expressão de moléculas de adesão e quimioatraentes, facilitando o influxo e ativação de 

leucócitos (BARSANTE et al., 2005; VERRI-JÚNIOR et al., 2006). Por exemplo, ligação da 

IL-1β ao receptor IL1-RI inicia uma série de eventos intracelulares, ativando fatores 

transcricionais, induzindo a expressão de COX-2, sintetase de óxido nítrico (NOS) e IL-1β, a 

IL-6 e o TNF-α. Assim, a IL-1β exerce ação direta e indireta nos nociceptores e há aumento 

da síntese de IL-1β na lesão de nervo periférico (SUNG et al., 2004).  

Já as quimiocinas são um grupo grande de moléculas de citocinas que desempenham 

um papel importante no recrutamento de leucócitos na inflamação e na regulação da reposta 

imune do tipo Th1 e Th2. As quimiocinas são induzidas por citocinas (TNF-α e IL-1β), 

espécies reativas de oxigênio, pela ativação de NF-κB, e pela via de sinalização dos 

receptores Toll (AKCAY; NGUYEN; EDELSTEIN, 2009). Embora as quimiocinas sejam 

consideradas citocinas (citocinas quimiotáticas), pertencem a um grupo específico de 

citocinas com propriedades químicas e funcionais específicas. Elas são geralmente menores 

que outras citocinas (8-10 kDa) e agem em receptores acopladosà proteína G (VERRI-

JÚNIOR et al., 2006). 

Já as aminas vasoativas (histamina e serotonina) têm sido classicamente envolvidas no 

processo de nocicepção em várias condições inflamatórias. As aminas vasoativas são 

produzidas, principalmente, quando mastócitos e plaquetas se degranulam. Essas substâncias 

apresentam complexos efeitos sobre a vasculatura, provocando aumento da permeabilidade 
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vascular, vasodilatação ou vasoconstrição dependendo do contexto. As consequências 

imediatas de sua liberação pelos mastócitos podem ser altamente prejudiciais em organismos 

sensíveis, resultando em colapso vascular e respiratório durante o choque anafilático 

(MEDZHITOV, 2008). 

De importância primordial para geração da inflamação neurogênica são os neurônios 

sensoriais que possuem receptores vaniloides, os quais são ativados pela capsaicina 

(RICHARDSON; VASKO, 2002). Esses neurônios fazem partes de fibras nervosas do tipo C 

e, em menor quantidade, das fibras Aδ (BASBAUM et al., 2009; KALIL-GASPAR, 2003). A 

capsaicina, substância irritante isolada da pimenta vermelha (Capsidium annum), ativa 

prótons do receptor vaniloide-1 (VR-1), que estão localizados em neurônios sensoriais de 

pequenos diâmetros (CATERINA et al., 1997). Esta interação entre capsaicina e VR-1 resulta 

na ativação de canais de cálcio não seletivos, que ocorre através da despolarização induzida 

pelo sódio, aumentando cálcio intracelular (SZALLASI; BLUMBERG, 1999). Além da 

capsaicina, outros estímulos como altas temperaturas e pH ácido e alcalino também são 

capazes de ativar VR-1 (DHAKA et al., 2009).  

Os neurônios sensoriais sensíveis à capsaicina transmitem informação nociceptiva ao 

SNC (função aferente), enquanto que suas terminações periféricas estão relacionadas com a 

liberação de uma variedade de neurotransmissores, aminoácidos e neuropeptídios pró-

inflamatórios (função eferente), onde exercem importante papel na modulação da transmissão 

nociceptiva (CARVALHO; LEMÔNICA, 1998; SZALLASI; BLUMBERG, 1999). Entre tais 

substâncias destacam-se os aminoácidos excitatórios glutamato e aspartato e diversos outros 

neurotrasmissores e neuropeptídios, incluindo as taquicininas, Peptídeo relacionado ao gene 

da calcitonina (CGRP), colecistocinina (CCK), somatostatina, NO, prostaglandinas (PGs), 

galanina, encefalinas e endorfinas. O CGRP e a substância P (SP) são os maiores iniciadores 

da inflamação neurogênica, e produzem sintomas por interagirem com células endoteliais, 

mastócitos, células do sistema imune e arteríolas (CARVALHO; LEMÔNICA, 1998; 

RICHARDSON; VASKO, 2002).  

Outros mediadores inflamatórios importantes sãoas proteases plasmáticas, tais como a 

bradicinina, calidina e T-cinina,as quais são formadas no sangue e nos tecidos durante a lesão 

tecidual e estímulo nocivo. Bradicinina e calidina são formadas após clivagem proteolítica do 

cininogênio plasmático ou tecidual através da ação da serina protease calicreína. A 

bradicinina age em receptores B1 e B2, sensibiliza nociceptores periféricos (desinibindo 

receptor de potencial transiente vanilóide do tipo 1 – TRPV1), potencializa a transmissão 

sináptica para glutamato na medula espinal, estimula macrófagos a liberar citocinas, secreta 



34 
 

fatores quimiotáticos para neutrófilos e monócitos e facilita a liberação de histamina dos 

mastócitos (DUCHENE; AHLUWALIA, 2009; MEDZHITOV, 2008; WANG et al., 2005). 

Além das proteases plasmáticas, existes também os eicosanóides, os quais são agentes 

homeostáticos envolvidos na manutenção da integridade dos sistemas inflamatório, 

cardiovascular e renal. Os eicosanoides são os metabólitos do ácido araquidônico e incluem as 

PGs, os tromboxanos (TXs) e os leucotrienos (LTs). A biossíntese dos eicosanoides é 

regulada em resposta a estímulos físicos, químicos e hormonais. Essas alterações levam as 

células a adquirirem comportamentos diferenciados, movimentos novos, alterações de forma e 

liberação enzimática e de substâncias farmacologicamente ativas que possuem efeitos 

intracelulares importantes nos líquidos teciduais, tanto em condições fisiológicas como 

patológicas. Como a concentração do araquidonato livre na célula é muito pequena, a 

biossíntese dos eicosanoides depende principalmente da sua disponibilidade para as enzimas 

que os sintetizam; essa disponibilidade depende de sua liberação a partir das reservas adiposas 

pelas hidrolases acíclicas, principalmente a fosfolipase A2 (PLA2) e a lipase do diacilglicerol 

(MACHADO et al., 2008).  

O metabolismo do ácido araquidônco pode ocorrer através de três vias enzimáticas 

distintas: o ácido araquidônco pode ser convertido no precursor de prostanoides pela ação da 

COX; pode ser substrato para a lipoxigenase (LOX), levando à produção de LTs; e ainda pode 

ser usado como substrato da enzima esfingomielinase, que converte a esfingomielina em 

seramida, um mediador da apoptose (CARNEIRO et al., 2004; SMITH; URADE; 

JAKOBSSON, 2011).  

O desequilíbrio na homeostase de LTs pode resultar em respostas inflamatórias com 

distúrbios respiratórios, como asma e rinite alérgica, artrite e desordens inflamatórias no 

intestino. Similarmente, um desequilíbrio na síntese de PGs pode levar a doenças 

cardiovasculares e renais, resultando em aterosclerose e derrames (SILVA et al., 2002). 

A enzima COX, também conhecida como sintase de prostaglandina H (PGHS), 

catalisam a bis-oxigenação do ácido araquidônico através da ação de dois sítios ativos 

diferentes da enzima. Inicialmente, o ácido araquidônico cataliza a ciclização e oxidação para 

formar PGG2 no sítio cicloxigenase da COX (BURIAN; GEISSLINGER, 2005; SMITH; 

URADE; JAKOBSSON, 2011). O modelo mecanicista, que explica a necessidade do sítio 

peroxidase para oxidação do heme e para catálise cicloxigenase do ácido araquidônico está 

exposto na Figura 5. 
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Figura 5 - Síntese de prostanoides através da ação da COX.  

 

Fonte: Adaptado de ROUZER; MARNETT, 2009; SMITH et al., 2000.  

 

Como mostrado na Figura 5, a oxidação do grupo heme no sítio peroxidase, por um 

hidroperóxido, gera Fe (IV) em um radical oxiferril, uma protoporfirina e um álcool derivado 

do peróxido oxidante. O radical oxiferril, por sua vez, oxida Tyr385 e cria um radical tirosil 

no sítio cicloxigenase da COX, que é responsável pela formação do radical araquidonila que 

reage com o oxigênio molecular (O2). As duas moléculas de atacam os carbonos 9 e 11 do 

radical araquidonila para a produção de PGG2. PGG2 é posteriormente reduzido a PGH2 no 

sítio peroxidase, com a produção de um radical livre intermediário, que rapidamente se 

converte em um radical hidroxila reativo (•OH) (BINGHAM et al., 2006; BRENHOUSE et 

al., 2003; BURIAN; GEISSLINGER, 2005; ROUZER; MARNETT, 2009; SALZBERG- 

SMITH; URADE; JAKOBSSON, 2011). 

A PGH2 serve como substrato comum de sintases específicas para a produção de PGs 

(PGD2, PGE2, PGF2α), prostaciclinas (PGI2) e TXs (TXA2 e TXB2) (HÉTU; RIENDEAU, 

2005) (Figura 6).  
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Figura 6 - Biossíntese dos produtos do ácido araquidônico e posterior formação de 

leucotrienos e prostanoides. 
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Fonte: Adaptado de BINGHAM et. al., 2006; WERZ; STEINHILBER, 2006. 

 

Estas PGs podem sofrer transporte facilitado para fora da célula por transportadores de 

prostaglandinas (TPG) e outros transportadores e exercer ações autócrinas ou parácrinas sobre 

uma família de receptores de PG na membrana celular, que foram nomeados DP, EP, FP, IP e 

TP, respectivamente. Há quatro subtipos do receptor EP (EP1, EP2, EP3 e EP4), dois subtipos 

do receptor DP (DP1 e DP2) e cada um dos receptores FP, IP e TP de representam os produtos 

de genes distintos (BURIAN; GEISSLINGER, 2005; FUJINO; REGAN, 2003; 

KAWAHARA et al., 2015). 
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Os receptores de PGs, com excepção do DP2 que é um receptor quimioatraente, 

pertencem ao grupo de receptores acoplados à proteína-G. Os receptores IP, DP1, EP2 e EP4 

são acoplados à proteína Gs e exerce seus efeito através da formação de AMPc como segundo 

mensageiro. Os receptores EP1, FP e TP são acoplados àproteína Gq, cujas ações são mediadas 

via elevação do cálcio intracelular. O receptor EP3 é acoplado à proteína Gi e diminui a 

formação de monofosfato cíclico de adenosina (AMPc) (BURIAN; GEISSLINGER, 2005; 

KAWAHARA et al., 2015). 

Existem duas isoformas da COX, a isoforma constitutiva (COX-1) e uma isoforma 

induzível (COX-2). A COX-1 é constitutivamente expressa na maioria dos tecidos e sintetiza 

as PGs em níveis baixos e, portanto, presume-se que sua função esteja relacionada 

principalmente com manutenção das funções fisiológicas (GILROY, 2006; RAJAKARIAR; 

YAQOOB; SALZBERG-BRENHOUSE et al., 2003; SMITH; URADE; JAKOBSSON, 

2011). 

Por outro lado, a COX-2 é altamente induzida em resposta a estímulos pró-

inflamatórios, citocinas e mitógenos, e sua função tem sido associada à liberação de PGs 

inflamatórias (RAJAKARIAR; YAQOOB; GILROY, 2006; SMITH; URADE; 

JAKOBSSON, 2011). No SNC, além dos estímulos inflamatórios, essa enzima também pode 

ser induzida por glutamato em células gliais e neurônios (SALZBERG-BRENHOUSE et al., 

2003). Embora seja normalmente induzida por estímulos pró-inflamatórios, tem sido 

reportada a expressão de COX-2 constitutiva em alguns tecidos, incluindo cérebro, rins, 

pulmão, endotélio vascular e órgão do sistema reprodutor (RAJAKARIAR; YAQOOB; 

GILROY, 2006; SMITH; URADE; JAKOBSSON, 2011). 

O aumento resultante na atividade da COX-2 pode contribuir para a neurodegeneração 

ou para o estresse oxidativo, ou para as ações neurotóxicas de PGs. A expressão aumentada de 

COX-2 está associada com uma série de doenças neurodegenerativas agudas e crônicas, 

incluindo convulsões, doença de Alzheimer e doença de Parkinson (SALZBERG-

BRENHOUSE et al., 2003; SMITH; URADE; JAKOBSSON, 2011). Embora a indução da 

COX-2 por estímulos inflamatórios seja o principal responsável pelos altos níveis 

prostanoides no local da inflamação, o papel da COX-1 em modular a resposta inflamatória 

não deve ser menosprezada (BURIAN; GEISSLINGER, 2005).  

Os prostanoides são uma família de autacoides que desempenham múltiplas funções 

biológicas. A quantidade e variedade de prostanoides produzidos durante a inflamação, que 

pode contribuir para a sensibilização periférica, são determinadas pela natureza e pelo estado 

de ativação das células presentes na lesão inflamatória. Nas áreas de inflamação aguda, PGE2 
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e PGI2 são produzidas pelos tecidos e vasos sanguíneos locais, enquanto os mastócitos 

liberam PGD2. Na presença de inflamação crônica, as células da série monócito/macrófago 

também liberam PGE2 e TXA2 (BURIAN; GEISSLINGER, 2005; HÉTU; RIENDEAU, 

2005).  

As PGs, principalmente PGE2 e PGI2, são importantes mediadores da dor, febre e 

inflamação (KIDD; URBAN, 2001; SMITH et al, 2009). A PGE2, a PGI2 e a PGD2 são 

poderosos vasodilatadores intrínsecos e atuam de modo sinérgico com outros vasodilatadores 

inflamatórios, como histamina e bradicinina. Essa ação dilatadora combinada sobre as 

arteríolas pré-capilares contribui para o eritrema e aumento do fluxo sangüíneo observado nas 

áreas de inflamação aguda. Esses prostanoides não aumentam diretamente a permeabilidade 

das vênulas pós-capilares, no entanto potencializam o efeito da histamina e da bradicinina. O 

TXA2, predominante das plaquetas, causa vasoconstrição, broncoconstrição e agregação 

plaquetária, sendo esta última seu principal efeito (BALLOU et al., 2000; SMITH et al, 2009). 

PGE2 e outras PGs são potentes agentes de sensibilização capazes de modular a via de 

transdução (efeito estimulante periférico), transmissão (efeito estimulante central) e da 

informação nociceptiva. O principal mecanismo envolvido na ação de hiperalgesia periférica 

das PGs é devido ao efeito de sensibilização sobre os nervos aferentes primários. Os efeitos 

diretos são mediados pela ação das PGs sobre os receptores EP / IP e modulação de canais 

iônicos em aferentes primários. Os efeitos indiretos são dirigidos no sentido de aumentar a 

sensibilidade dos neurônios sensoriais aos agentes nocivos, tais como calor e bradicinina, 

além de contribuir significativamente para a sensibilização periférica mediada por PG 

(BURIAN; GEISSLINGER, 2005; KAWAHARA et al., 2015). 

As propriedades de hiperalgesia central de prostanoides foram estabelecidos 

principalmente em estudos experimentais com administração intratecal de PGE1, PGE2, 

PGF2α, PGI2 e TxB2, que evocam a hiperalgesia térmica e mecânica e imitam a sensibilização 

central associada com a inflamação periférica (BURIAN; GEISSLINGER, 2005; SMITH et 

al, 2009). 

Há também outra isoforma de COX, uma variante da COX-1, sendo frequentemente 

denominada como COX-3, estando expressa principalmente no cérebro e está envolvida nos 

fenômenos de febre e dor na resposta inflamatória (CARNEIRO et al., 2004; 

CHANDRASEKHARAN et al., 2002; HÉTU; RIENDEAU, 2005; SANTOS et al., 2007). 

LTs são mediadores lipídicos bioativos produzidos e liberados por leucócitos ativados, 

mediando seus efeitos via receptores específicos acoplados à proteína G (WERZ; 



39 
 

STEINHILBER, 2006). Na Figura 6 está esquematizado o metabolismo do ácido 

araquidônico para formação de LTs e PGs. 

A síntese dos LTs começa com a ação de várias LOXs, que catalisam a incorporação 

de O2 ao ácido araquidônico. Essas enzimas são encontradas nos leucócitos, coração, cérebro, 

pulmão e baço (SILVA et al., 2002). 5-LOX catalisa a conversão de ácido araquidônico em 

LTA4 e ácido 5-hidroperoxieicosatetraenoico (5-HPETE). LTA4pode então ser convertido em 

LTB4 por LTA4 hidrolase ou em LTC4 por LTC4-sintase (WERZ; STEINHILBER, 2006). 

LTB4 é um potente quimiotático para neutrófilos, eosinófilos e monócitos levando a 

aderência dos fagócitos às paredes dos vasos, degranulação de neutrófilos e liberação de 

superóxido (O2•
-
). LTC4 e do seu metabolito, LTD4, são broncoconstritores potente que o 

aumentam a permeabilidade vascular e estimulam a secreção de muco das vias aéreas. Essas 

propriedades biológicas sugerem um papel dos produtos da LOX tanto na inflamação quanto 

na broncoconstrição induzida por antígeno (SILVA et al., 2002; WERZ; STEINHILBER, 

2006). 

3.9 Fármacos analgésicos e anti-inflamatórios 

 

3.9.1 Opioides 

 

 Os opioides são os fármacos mais poderosos utilizados para dor aguda e crônica, 

embora os seus vários efeitos colaterais graves, como depressão respiratória, confusão mental, 

constipação, tolerância e dependência de capacidade produtiva, bem como a grande 

variabilidade nas respostas, limitem o seu uso seguro todos os dias (FÜRST, 2008). Opiáceos 

são substâncias derivadas do ópio e incluem a morfina, a codeína e vários outros semi-

sintéticos derivados destas últimas e da tebaína. O termo opioide é mais abrangente e se aplica 

a todos os agonistas e antagonistas com atividade semelhante à da morfina, incluindo 

peptídeos opioides naturais e sintéticos (SARAIVA et al., 2004). 

Os analgésicos opioides inibem as vias nociceptivas através da ligação com receptores 

opioides no sistema nervoso, onde modulam a atividade sensitiva, motora e psíquica 

(BARROS, 2004; JAN, 2010). Os receptores opioides pertencem à superfamília de receptores 

acoplados à proteína Gi. Eles são ativados tanto por peptídeos opioides produzidos 

endogenamente como fármacos opioides administrados exogenamente, a exemplo da morfina. 

Há pelo menos quatro subtipos de receptores opioides (µ, δ, κ e ν) e cada um deles 

apresentam seus ligantes (WALDHOER; BARTLETT; WHISTLER, 2004). 
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Os analgésicos exógenos apresentam em comum certas características, as quais são: 

um grupo amino terciário separado de um anel aromático por dois átomos, um átomo de 

carbono quaternário; e um anel fenílico ou isóstero ligado ao átomo de carbono. O grupo 

farmacofórico N-metil-Ν-fenilpiperidina é a estrutura responsável pela ação farmacológica 

desta família de substâncias (FERREIRA; FACCIONE, 2005).  

Os opioides são classificados como puros, como por exemplo a morfina e a metadona, 

ou agonistas parciais, como é caso da buprenorfina e nalbufina. A morfina, um agonista μ, é a 

referência entre os opioides, sendo um agente padrão para o tratamento das dores agudas e 

crônicas (CARVALHO-JÚNIOR, 2006). Os opioides mais utilizados na prática clínica são os 

agonistas opioides, como codeína, morfina, metadona, fentanil e oxicodona (LOBO; 

MARRA; SILVA, 2007). Conforme sua potência analgésica, são utilizados para o tratamento 

da dor discreta ou moderada (opioides fracos) ou da dor moderada ou intensa (opioides fortes) 

(BARROS, 2004). 

 

3.9.2 Anti-inflamatórios não-esteroidais 

 

 Os AINEs destacam-se entre os grupos farmacêuticos mais utilizados na prática 

médica devido a sua eficácia em suprimir dor e inflamação. Apresentam um amplo espectro 

de indicações terapêuticas, como: analgesia, anti-inflamação, antipirese, profilaxia contra 

doenças cardiovasculares. Além disso, muitas publicações científicas sugerem que poderiam 

ser eficazes na prevenção de doenças neurológicas, como Alzheimer, além de constituir-se 

uma opção terapêutica para casos de câncer (BRUM-JÚNIOR, 2006; ONG et al.,2007).  

Os AINEs incluem uma diversidade de agentes que pertencem a diferentes classes 

químicas, no entanto muitos desses fármacos possuem três principais efeitos: anti-

inflamatório, analgésico e antipirético. O mecanismo de ação dos AINEs baseia-se na inibição 

do sistema enzimático COX, responsável pela síntese dos diferentes tipos de eicosanoides 

(PGD2, PGE2, PGI2, TXA2), que são mediadores do processo inflamatório (BRUM-JÚNIOR, 

2006; POUNTOS et al., 2011).  

O ácido acetilsaicílico, ou aspirina, foi sintetisado por Hoffmann em 1898. 

Inicialmente, este simples composto químico foi usado como um agente antipirético e anti-

inflamatório. Na década de 60 a aspirina emergiu como um potente agente que prolongava o 

tempo de sangramento e inibia a agregação plaquetária. A aspirina reduz a ativação 

plaquetária por meio da acetilação irreversível da COX-1, e, portanto, reduz a produção de 

TXA2 pelas plaquetas. A inibição da COX-1 é rápida, saturável em baixas doses, irreversível 



41 
 

e permanente por toda a vida da plaqueta (TURNBULL et al., 2006; UNDAS; BRUMMEL-

ZIEDINS; MANN, 2007).  

Desde a descoberta do ácido acetilsalicílico, foram desenvolvidos vários AINEs, com 

estruturas químicas diversas, mas que apresentam propriedades terapêuticas semelhantes. Os 

AINEs são classificados como tradicionais, os quais inibem não seletivamente ambas as 

isoenzimas COX-1 e COX-2, e inibidores seletivos de COX-2 (BRUM-JÚNIOR, 2006; 

CAPONE et al., 2013; ONG et al., 2007).  

Embora os AINEs tradicionais sejam bastante efetivos no tratamento da dor e 

inflamação, o uso crônico de tais medicamentos está associado a lesões do trato 

gastrintestinal, anormalidade da coagulação e lesão renal (CARVALHO-JÚNIOR, 2006; 

ONG et al., 2007; POUNTOS et al., 2011). Com isso, os inibidores seletivos para COX-2 

foram desenvolvidos para amenizar as complicações gastrintestinais dos AINEs tradicionais. 

A descoberta de inibidores da isoforma COX-2 levou a obtenção da segunda geração de 

AINEs, como celecoxibe, rofecoxibe, lumiracoxibe, entre outros. Entretanto, o rofecoxibe foi 

retirado do mercado em 2004 devido à constatação de efeitos cardiovasculares decorrentes, 

em parte, da inibição da isoforma COX-2 presente no endotélio vascular, levando a um 

desequilíbrio do processo homeostático entre a produção de prostaciclina no endotélio 

vascular e TXA2 nas plaquetas (GROSSER; FRIES; FITZGERALD, 2006; POUNTOS et al., 

2011; SANTOS et al., 2007). 

Há ainda os analgésicos da classe da acetanilidas, cujo representante principal é o 

paracetamol, que apesar de serem classificados como AINEs, não reduzem inflamação, 

apresentando apenas efeitos analgésicos e antipiréticos. O mecanismo de ação do paracetamol 

está correlacionado com a inibição da COX-3 (AYOUB et al., 2004).  

 

3.9.3 Anti-inflamatórios esteroidais 

 

Os glicocorticoides são hormônios esteroides, sintetizados no córtex da glândula 

adrenal, que afetam o metabolismo dos carboidratos e reduzem a resposta inflamatória. A sua 

síntese e liberação ocorrem naturalmente pelo organismo, de acordo com sua necessidade, sob 

influência do hormônio adrenocorticotrófico (ACTH). A estrutura química desses compostos 

possui o núcleo básico ciclopentanoperidrofenantreno. Os glicocorticoides sintéticos, 

desenvolvidos pela indústria farmacêutica, são muito semelhantes aos naturais, caso 

considerada a sua estrutura química (BAVARESCO; BERNARDI; BATTASTINI, 2005).  
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Os corticosteroides constituem a terapia anti-inflamatória mais eficaz para muitas 

doenças inflamatórias crônicas, como asma. Os corticoides têm sido considerados como 

agentes inibidores da produção de PGs, pela ação inibitória que exercem sobre a PLA2, por 

meio da liberação de lipocortina-1, que é um mediador proteico anti-inflamatório. O resultado 

final da ação destes anti-inflamatórios é a parcial ou total redução da liberação dos 

mediadores pró-inflamatórios. A lipocortina-1 atua sequestrando o substrato fosfolipídico, 

além de inibir diretamente a PLA2. Os glicocorticoides exógenos inibem também a expressão 

da COX-2, reduzindo a geração de prostanoides nas células inflamatórias, porém exercem 

pouco ou nenhum efeito sobre a enzima constitutiva COX-1 (BARNES, 2006; ONG et al., 

2007). 

 

3.10 Considerações sobre a atividade antioxidante, antinociceptiva e anti-inflamatória 

dos flavonoides  

 

Os fatores que limitam o uso dos AINEs, bem como o dos analgésicos opioides e 

corticosteroides justificam as pesquisas voltadas para a descoberta de fármacos tão eficazes 

quanto estes consagrados analgésicos e anti-inflamatórios, porém mais seguros no que se 

refere aos efeitos adversos prejudiciais, para serem utilizados no tratamento da dor e 

inflamação.  

Desta forma, no que se refere à atividade anti-inflamatória, os flavonoides atuam 

modulando células envolvidas com a inflamação (por exemplo, inibindo a proliferação de 

linfócitos T), inibindo a produção de citocinas pró-inflamatórias (por exemplo, TNF-α e IL-

1), modulando a atividade das enzimas da via do ácido araquidônico, tais como PLA2, COX e 

LOX, além de modularem sintetase de óxido nítrico induzida (iNOS) (COUTINHO; 

MUZITANO; COSTA, 2009). 

Muitos dos efeitos anti-infiamatórios e cardiovasculares, propostos por flavonoides e 

compostos fenólicos, interferem no metabolismo final do araquidonato, visto que são capazes 

de inibir os sistemas de enzimas, incluindo PLA2, COX e 5-LOX (CAMARGO, 2007; 

RATHEE et al., 2009; SILVA et al., 2002). Em relação à atividade inibitória da enzima PLA2, 

além de quercetina e kaempferol, destacam-se também miricetina e as flavanonas hesperetina 

e naringenina. Alguns flavonoides são conhecidos pela inibição da enzima LOX, tais como os 

flavonois morina e miricetina, e outros pela inibição da enzima COX, tais como as flavonas 

crisina, apigenina, luteolina e os flavonois morina, rutina e galangina. Outros, como 

quercetina e kaempferol apresentam significativa ação anti-inflamatória, que pode ser 
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atribuída à inibição de ambas as enzimas LOX e COX (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 

2009; ROUZER; MARNETT, 2009). 

Além de inibir diretamente a síntese de eicosanoides por meio da inibição da atividade 

das enzimas LOX e COX, os flavonoides inibem indiretamente estas enzimas pela inibição da 

peroxidação não enzimática de ácidos graxos poliinsaturados, que também atuam na ativação 

dessas oxigenases (SILVA et al., 2002).  

Sabe-se que durante a catálise do ácido araquidônico, é necessária a oxidação do grupo 

heme pelo sítio peroxidase, originando a formação de hidroperóxido, radical oxiferrila e, 

subsequente geração de radical tirosila no sítio cicloxigenase da COX, que é responsável pela 

formação do radical araquidonila, o qual reage com o O2 para a produção de PGG2. 

Posteriormente, PGG2 é reduzida à PGH2 no sítio peroxidase, com a produção de um 

intermediário de radicais livres que rapidamente se converte em um radical •OH (BINGHAM 

et al., 2006; HÉTU; RIENDEAU, 2005; SALZBERG-BRENHOUSE et al., 2003). 

Flavonoides podem atuar sequestrando radicais livres, inibindo assim de forma indireta a ação 

da COX. Além disso, flavonoides também são conhecidos por quelar o ferro, eliminando 

assim um fator causal para a produção de radicais livres (NIJVELDT, 2001). 

A maior parte dos estudos envolvendo flavonoides se concentra em suas propriedades 

bioquímicas e fisiológicas relacionadas ao potencial antioxidante na proteção dos sistemas 

biológicos durante estresse oxidativo. A atividade antioxidante dos flavonoides depende da 

propriedade redox de seus grupos hidroxifenólicos e da relação estrutural entre as diferentes 

partes da estrutura química (PIMENTEL, 2006). 

Tem sido proposto que flavonoides interrompem a reação em cadeia dos radicais 

livres, doando átomos de hidrogênio ao radical peroxila, formando um radical de flavonoide. 

O radical flavonoide, então, reage com o radical livre, terminando, assim, a propagação da 

reação em cadeia (SILVA et al., 2002). Em outras palavras, os flavonoides estabilizam as 

EROs pela reação com o radical. Devido à alta reatividade do grupo hidroxila dos 

flavonoides, os radicais são inativados, de acordo com a seguinte equação (NIJVELDT, 2001; 

RATHEE et al., 2009):  

 

Flavonoides (OH) + R •→ flavonoides (O •) + RH (1)  

onde R é um radical livre e O • é um radical livre de oxigênio 

 

Além disso, os altos níveis de NO (produzidos pela ação de iNOS) reage com os 

radicais livres, produzindo o peroxinitrito, altamente prejudicial porque pode oxidar 
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diretamente LDLs, resultando em dano irreversível à membrana celular. Quando flavonoides 

são utilizados como antioxidantes, os radicais livres são sequestrados e, portanto, não pode 

mais reagir com o NO resultando em menos danos (NIJVELDT, 2001; RATHEE et al., 2009). 

O desequilíbrio na síntese de LTs e de PGs pode resultar em respostas inflamatórias 

como distúrbios respiratórios, doenças cardiovasculares e renais, respectivamente. Com isso, 

torna-se de grande importância o estudo do efeito farmacológico de compostos naturais, como 

flavonoides, com o objetivo de desenvolver novos fármacos para o tratamento dessas 

patologias, uma vez que várias pesquisas têm demonstrado que tais compostos apresentam 

atividade anti-inflamatória (RATHEE et al., 2009; SILVA et al., 2002). 
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Abstract 

The antinociceptive and anti-inflammatory action of the ethanolic extract, fractions and a 

catechin (XACC-1) isolated from Ximenia americana L. were determined utilizing in vivo 

models such as acetic acid-induced writhing, the formalin test, hot plate test, zymosan-

induced peritonitis and an in vitro cyclooxygenase inhibition assay. The writhing test revealed 

inhibitory effects. The formalin test demonstrated an antinociceptive effect in both the early 

and late phases by XACC-1, while the chloroform fraction showed a lower antinociceptive 

effect in the early phase. The aqueous fraction and ethanolic extract of stem bark caused 

significant inhibition in the late phase. Treatment of mice with XACC-1 or the ethyl acetate 

fraction had no central antinociceptive effect in the hot plate test. Anti-inflammatory effects 

were determined for zymosan-induced peritoneal inflammation and the data indicated that 

XACC-1, the hydromethanol fraction, the ethanolic extract and the ethyl acetate fraction 

reduced the number of recruited cells. These results demonstrate that the extract, fractions and 

XACC-1 produce antinociceptive and anti-inflammatory responses. According to the results 

obtained in the in vitro cyclooxygenase inhibition assays, the effects observed for XACC-1 is 

relatedto inhibition of COX-1 and COX-2. The biological actions demonstrated in the present 

study lends to at least partial support for the ethnomedicinal use of this plant.  

 

 

 

1. Introduction 

 

Drugs currently in use to manage pain and inflammatory conditions are non-steroidal 

anti-inflammatory drugs, corticosteroids and opiate analgesics. All these drugs exhibit well 

known toxic side effects. In contrast, many medicines of plant origin have been used for long 

periods with no adverse effects. It is therefore essential that efforts should be made to 

introduce new medicinal plants for the development of less expensive drugs (Calixto, 2005). 

Plants represent a still largely untapped source of structurally novel compounds that may 

serve in the development of novel drugs (Pferschy-Wenzig & Bauer, 2015).  

Ximenia americana L., which belongs to the Oleacaceae family, is a thorny bush very 

common in the state of Piauí (Brazil) and also found in tropical regions of America and Africa 

(Braga, 1960).In Brazil, it is commonly known as ―ameixa-da-baia‖, ―ameixa-da-terra‖, 

―ameixa-de-espinho‖, and ―sândalo-do-brasil‖ (Omer & Elnima, 2003). In north-eastern 

Brazil, it is used in folk medicine to treat several disorders including inflammation, fever, 

diarrhea and as a fertility regulating agent (Braga, 1960; Omer & Elnima, 2003). This plant is 

also active against rheumatism and many infections (Omer & Elnima, 2003). Several studies 

have demonstrated its pharmacological activity, e.g., antiviral activity (Parker et al., 2007), 

antimicrobial activity (Maikai et al., 2009), antitumor activity (Voss et al., 2006), antipyretic 

activity (Soro et al., 2009) and pesticidal properties (Fatope et al., 2000). 

 With the intention of identifying plants ant natural products with pharmacological 

activities, our research group previously realized ethnopharcological studies with many plants 

with antinociceptive and anti-inflammatory activity (De-Queiroz et al., 2010; Oliveira et al., 

2012; Aquino et al., 2013; Da-Silva et al., 2013; De-Queiroz et al., 2014). Therefore, the 

purpose of this study was to evaluate evidence for the ethnobotanical properties of X. 

americana L. by means of in vivo experiments looking at antinociceptive and anti-

inflammatory activities of its ethanolic extract of stem bark, fractions and one isolated 

compound. 
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2. Methods 

2.1. Plant material 

Ximenia americana L. stem was collected in April 2002 in the city of Campo Maior, 

state of Piauí and identified by Dr. Maria Edilene Alencar. A voucher specimen under the 

reference number 14407 was deposited at the Graziela Barroso Herbarium at the Federal 

University of Piauí (Teresina, PI, Brazil).  

 

2.2. Extraction and Isolation 
Stem bark (3.3 kg) of X. americana was dried at room temperature, then ground to a 

coarse powder (mesh size 2.5 mm) in a laboratory mill. The powdered bark (3.3 kg) was 

extracted with 95% ethanol (8 L) for 72 h, three consecutive times, in a stainless steel 

extractor at (26±1
o
C). The extracts were then pulled together and concentrated under reduced 

pressure in a rotary evaporator, yielding 620g (18.8%) of dry crude extract. A fraction of the 

ethanolic extract (500g) was suspended in a methanol:water (4:6) solution and extracted 

successively with 2 L each of n-hexane, chloroform and ethyl acetate, yielding respectively, 

hexane (10.75g; 2.15%), chloroform (7.20g; 1.44%), ethyl acetate (220g; 44.0%) and 

hydromethanol (240g; 48.0%) fractions.  

The ethyl acetate fraction (200.0 g) was subjected to filtration over deactivated silica 

gel (800 g) eluted stepwise with 1000 mL of each solvent  - ethyl acetate (1) F3.1 (46.54g; 

23.27%),  ethyl acetate (2) F3.2 (29.11g; 14.56%) and methanol F3.3 (76.66g; 38.33%).  The 

ethyl acetate fraction (F3.1) (40.0g) was subjected to CC over silica gel (100 g) eluted 

stepwise with a volume of 500 mL of each chloroform, methanol, and a mixture of 

chloroform and methanol as eluants. The CHCl3:MeOH (20%) fraction, a wine-colored 

amorphous solid (2.8g) was treated with ethyl acetate and ethyl ether and was stored in a 

freezer for 24 hrs and then filtered through a Büchner funnel yielding a beige colored product 

dubbed XACC-1 (2.2g). Analysis of XACC-1 using NMR H
1
 and NMR C

13
 spectra allowed 

for the identification of a flavonoid of the catechin class known as epicatechins (Figure 1).  

 

2.3. Pharmacological procedures 

 

2.3.1. Animals 

Swiss mice of both sexes, 6–8 weeks of age with an average weight of 20–30 g, were 

obtained from the Central Animal House at the Federal University of Alagoas (Maceió, 

Brazil) and were used throughout the experiments. They were housed in single-sex cages 

under a 12-h light/dark cycle at constant temperature (22 ± 2 °C) conditions with free access 

to water and pellet food.The experiments were performed after approval of the protocol by the 

Ethics Committee-UFAL for animal handling. Animal care and research protocols were in 

accordance with the principles and guidelines for the care of laboratory animals and the 

ethical guidelines for 

 investigations of experimental pain in conscious animals (Zimmerman, 1983). 

 

2.3.2. Drugs and Reagents 

The following substances were used: acetic acid and indomethacin (Merck), dipyrone 

(Sigma Chemical), morphine sulfate (Dimorf-Cristalia, Brazil) and Tween 20 (Sigma). A 

solution of 2.5% formalin was prepared with formaldehyde (Merck) in saline (NaCl 0.9%). 

The ethanolic extract, hydromethanol fraction, hexane fraction, chloroform fraction, acetate 

fraction and XACC-1 were suspended in Tween 20 (0.05%) and distilled water (vehicle) for 

all of the experiments. 
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2.3.3. Acetic acid-induced writhing in mice 

At the beginning of the experiment, the mice were administered the ethanolic extract, 

hydromethanol fraction, hexane fraction, chloroform fraction and ethyl acetate fraction (all in 

doses of 100 mg/Kg i.p.). The XACC-1 isolated from X. Americana L. and dipyrone were 

administered in doses of 300, 100, 30, 10 and 1 µmol/kg, i.p. Least-squares linear regression 

analysis of the log dose-response curves allowed for the calculation of the dose that produced 

50% antinociception (ID50) by XACC-1 and the reference drug, which were injected 40 min 

before the intraperitoneal injection (i.p.) of acetic acid 0.6% (10 ml/Kg body wt.). The control 

animals received only the vehicleand acetic acid. Dipyrone (10 mg/Kg body wt.) was used as 

the standard drug. Five minutes after administration of acetic acid, the number of writhes was 

recorded over a period of twenty minutes (Koster, 1959). 

         

2.3.4. Formalin test in mice 

The mice were pre-treated with XACC-1 (100 µmol/Kg, i.p.), the ethanolic extract and 

the fractions from X. americana L. (all in doses of 100 mg/Kg, i.p.) with Indomethacin (100 

µmol/Kg, i.p.) as the standard drug. Control animals received the vehicle. Then, 40 minutes 

after pre-treatment the animals were given 20 µL of a 2.5% formalin solution (0.92% 

formaldehyde, in saline) in the ventral surface of the right hind paw (i.pl.). They were then 

observed from 0 to 5 min (neurogenic phase) and from 15 to 30 min (inflammatory phase), 

and the time they spent licking the injected paw was recorded and considered as indicative of 

nociception (Tjolsen et al., 1992). 

 

2.3.5. Hot plate test in mice 

The animals were placed on a hot plate (54 ± 1°C). The reaction time (paw licking, 

jumping, shaking) was recorded 30, 60, 90 and 120 minutes after intraperitoneal 

administration of the ethyl acetate fraction (100 mg/Kg, i.p.) and XACC-1 (100µmol/Kg, 

i.p.)isolated from X. americana L. The vehicle and morphine (15 µmol/Kg, i.p.) were used as 

the control and the standard drug (Eddy & Leimbach, 1953). 

 

2.3.6. Zymosan-induced peritonitis in mice 

For this series of experiments, the method described by Doherty et al. (1985) and 

Kolaczkowska et al. (2001), was used. Zymosan A (Sigma Aldrich) was freshly prepared (2 

mg/mL) in sterile 0.9% w/v saline, and 0.5 mL was injected i.p. The animals were then killed 

by cervical dislocation. The peritoneal cavity was washed with 1.5 mL cold PBS, and after 

6hrs of gentle manual massage, the exudate was retrieved and its volume measured. The 

exudate was collected and used freshly for cell counts and Cytospin preparations. The 

ethanolic extract and the fractions (100 mg/Kg, i.p.), XACC-1 (100 µmol/Kg, i.p.), the 

vehicle (control, i.p.) and indomethacin (100 µmol/Kg, i.p.) were administered 30 min before 

the zymosan A injection.  

 

2.3.7. In vitro cyclooxygenase inhibition assay 

The flavonoid XACC-1 was also evaluated for its ability to inhibit COX in accordance 

with the method described by Uddin et al. (2004), using both the kit for determining the 

inhibition of sheep COX-1/COX-2 (Cayman Chemicals, MI, USA), and according to the 

manufacturer´s instructions. Cyclooxygenase catalyzes the first step in the biosynthesis of 

arachidonic acid (AA) to PGH2. PGF2α, produced from PGH2 by reduction with stannous 

chloride, is measured by enzyme immunoassay (ACETM competitive EIA). The test 

compound solutions were prepared using DMSO as a solvent and reaction buffer (supplied in 
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the kit) to a concentration of 0.2 µM. Thereafter, a series of supplied reaction buffer solutions 

(960lL, 0.1M Tris–HCl pH8.0 containing 5mM EDTA and 2mM phenol) were aliquoted into 

eppendorf tubes, which then had  the enzyme COX-1 or COX-2 (10 µl) added in the presence 

of heme (10 µl). Later, 10 µl of the XACC-1 solution and indomethacin (0.2 µM in a final 

volume of 100 µl) were added. These solutions were incubated for a period of 5min at 37 ºC. 

Thereafter, 10 µl of a solution of arachidonic acid (100 µM) was added and the COX reaction 

stopped by the addition of 50 µl of HCl (1M) after 2 min from the start of the reaction. PGF2α, 

produced from PGH2 by reduction with stannous chloride was measured by enzyme 

immunoassay. This assay is based on the competition between PGs and a PG-

acetylcholinesterase conjugate (PG tracer) for a limited amount of PG antiserum. The amount 

of PG able to connect to the PG antiserum is inversely proportional to the inhibition of COX, 

since the concentration of the PG-acetylcholinesterase conjugate is kept constant, while the 

concentration of PGs varies. This antibody-PG complex binds to an anti-monoclonal antibody 

previously placed in the wells of the plate. The plate is washed to remove any unbound 

reagents and the Ellman reagent, which contains the substrate for acetylcholine esterase, is 

then added to the well.The product of this enzymatic reaction produces a distinct yellow color 

that absorbs at 412nm. The intensity of this color, determined spectrophotometrically, is 

proportional to the amount of PG-acetylcholinesterase conjugate that is connected to the PG 

antiserum, which is inversely proportional to the amount of PGs present in the well during the 

incubation period (Uddin et al., 2004). 

 

2.4. Statistical analysis 

The percentages of inhibition are reported as the mean ± S.E.M inhibition obtained in 

each individual experiment at the peak of the nociceptive or inflammatory response, 

depending on the experimental protocol.  The data were compared statistically by analysis of 

variance (ANOVA) followed by the Dunnett’s test. P values [p < 0.05; **P< 0.01; ***P< 

0.001] were considered significant. When appropriate, the mean ID50 values accompanied by 

their respective 95% confidence limits were determined by linear regression from individual 

experiments, using linear regression software. 

 

3. Results 

 

3.1. Acetic acid-induced writhing 

In the acetic acid-induced writhing assay (Table 1), the ethanolic extract (98.20%), 

hexane fraction (99.60%), chloroform fraction (95.00%), ethyl acetate fraction (95.30%) 

hydromethanolfraction (98.50%) (all at the dose of 100 mg/kg, i.p), and XACC-1 (98.50%) 

(at the dose of 100 μmol/kg) showed an inhibitory effect of nociception after intraperitoneal 

administration. Dipyrone (85.60%) also exerted a significant antinociceptive effect (Table 1). 

Utilizing the writhing test a dose-response curve of XACC-1 was made. The results, 

depicted in Figure 2 and Table 2 show that XACC-1 (ID50= 32.00 µmol/kg, maximum 

effect=99.60%) produced the same order of potency as that observed for the antinociceptive 

activity of dipyrone (ID50= 29.30 µmol/kg, maximum effect= 83.50%).  

 

3.2. Formalin test 

The formalin test in mice revealed an antinociceptive effect (Table 3). The XACC-1 

(100 μmol/kg, i.p.) caused a significant reduction in nociceptive responses during both the 

neurogenic (64.23%) and the inflammatory (86.80%) phase. The chloroform fraction (100 

mg/kg, i.p.) induced reduction (31.51%) in the neurogenic phase, but not in the inflammatory 

phase. Indomethacin (100 μmol/kg, i.p.), the aqueous fraction and the ethanolic extract (all at 

doses of 100 mg/kg, i.p.) caused significant inhibition (49.86%, 73.68% and 82.40%, 
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respectively) in the inflammatory phase, but this effect was not observed in the neurogenic 

phase. 

3.3. Hot plate test 

The hot plate test was used to determine whether XACC-1 or the ethyl acetate fraction 

had any central antinociceptive effect, but they showed no significant activity (Table 4). 

Morphine was used as a positive control in the hot plate test.  

 

3.4. Zymosan-induced peritonitis 

 The number of leukocytes in peritoneal exudates from mice treated with XACC-1, the 

hydromethanolfraction, the ethanolic extract and ethyl acetate fraction decreased by 46.02%, 

35.06%, 41.45%, and 38.61%, respectively, when compared to exudates from the vehicle-

treated control. The inhibition in response to indomethacin was 55.65% (Figure 3).  

 

3.5. Inhibition of COX 

The ability of XACC-1 to inhibit COX-1 and COX-2 was determined using an ovine 

enzyme immunoassay kit, according to the methodology described by Uddin et al 

(2004).These results are shown in figure 4. 

It was observed that XACC-1 and indomethacin were able to significantly inhibit more 

COX-1 than COX-2 at a concentration of 0.2 µM. Moreover, indomethacin decreases more 

COX-2 activity than XACC-1, but both treatments at this concentration inhibit COX-1 

similarly. 

 

4. Discussion 

There is compelling evidence that many plants or their active principles used in 

traditional medicine may be useful for the treatment of pain or inflammatory conditions (Sen 

& Samanta, 2015). This work shows, for the first time, that the ethanolic extract, fractions 

and/or XACC-1 from X. americana, administered intraperitoneally in mice, produce 

significant antinociceptive and anti-inflammatory action against chemical models of 

nociception (acetic acid-induced writhing or formalin test) or zymosan-induced peritonitis. 

It has been suggested that acetic acid acts by releasing endogenous mediators that 

stimulate the nociceptive neurons which are sensitive to nonsteroidal anti-inflammatory drugs 

(NSAIDs) and to opioids (Collier et al., 1968), and that it is possible to quantify 

prostaglandins by radioimmunoassay in the peritoneal exudates of rats collected after 

intraperitoneal injection of acetic acid (Deraedt et al., 1980). The most important transmission 

pathways for inflammatory pain are those comprising peripheral polymodal nociceptors 

sensitive to protons, such as acid sensitive ion channels and via endogenous mediators, such 

as bradykinin, serotonin, histamine, substance P, cytokines and prostaglandins(Collier et al., 

1968; Deraedt et al., 1980; Ribeiro et al., 2000; Ikeda et al., 2001; Julius & Basbaum, 2001).). 

Moreover, it was found that the intraperitoneal administration of acetic acid induces the 

release not only of prostaglandins but also of mediators of the sympathetic nervous system 

(Duarte et al., 1988). Although the writhing test had poor specificity (e.g., tricyclic 

antidepressants, anticholinergic, antihistaminic and other agents showed activity in this test), 

it is a very sensitive method for screening the antinociceptive effects of compounds (Collier et 

al., 1968; Alexandre-Moreira et al., 1999; Miranda et al., 2001). Our results show that the 

ethanolic extract, all the fractions and XACC-1 in mice induce antinociceptive effects. These 

findings are indicative for the potential use of X. americana as an antinociceptive agent.The 

thermal stimulus of the hot plate test is employed to evaluate antinociceptive activity via the 

central mechanism (Eddy & Leimbach 1953). In this model, the XACC-1 and ethyl acetate 

fraction did not significantly increase the latency time. These results allow us to infer that the 

XACC-1 and acetate fraction do not possess a central antinociceptive effect. Morphine 
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produced a marked and significant antinociception effect in the hot plate assay. Although the 

hot plate test is commonly used to assess narcotic analgesics, other centrally acting drugs, 

including sedatives and muscle relaxants or psychotomimetics have shown activity in this test 

(Eddy & Leimbach 1953). However, unlike morphine, indomethacin and other NSAIDs have 

no effect in the hot plate test (Santos et al., 1998; Miranda et al., 2012).   

The formalin test is believed to represent a more valid model for clinical pain (Tjolsen 

et al., 1992). The formalin test is a very useful method for not only assessing antinociceptive 

drugs but also helping in the elucidation of the mechanism of action. The neurogenic phase 

(first phase) is probably a direct result of stimulation in the paw and reflects centrally 

mediated pain with release of substance P, while the late phase (second phase) is due to the 

release of histamine, serotonin, bradikynin and prostaglandins (Zeashana et al., 2009). Drugs 

that act primarily on the central nervous system, such as narcotics, inhibit both phases 

equally, while peripherally acting drugs such as anti-inflammatory non-steroidal and anti-

inflammatory steroidal drugs only inhibit the late phase (García et al., 2004; Zeashana et al., 

2009).  

Previous results have shown that the formalin test involves the release of various 

inflammatory mediators (Hunskaar & Hole, 1987). It is well known that NSAIDs (e.g., aspirin 

and diclofenac), which are known to inhibit cyclooxygenase (COX) activity, are largely 

ineffective or cause very weak inhibition against the early phase in the formalin test 

(Malmberg & Yaksh,  1992). Our results, however, show that XACC-1 administered via the 

intraperitoneal route induced a significant reduction in nociceptive response during both the 

neurogenic phase (64.23%) and the inflammatory phase (86.80%), while indomethacin, the 

aqueous fraction, and the ethanolic extracts caused significant inhibition of the inflammatory 

phase, and the chloroform fraction induced reduction only in the neurogenic phase of the 

formalin test in mice.  

Another interesting result of the current study was the fact that XACC-1, the ethanolic 

extract and the acetate fraction inhibited cell migration in zymosan-induced peritonitis, 

confirming their anti-inflammatory activity. Zymosan A is an insoluble polysaccharide 

component of the cell wall of Sacharomyces cerevisae yeast. Among other actions, zymosan 

induces mast cell degranulation and activates macrophages. When administered in the 

peritoneal cavity of mice, zymosan induces increased vascular extravasation, one of the main 

signs of inflammation. This is a key step in the formation of inflammatory exudate and is 

followed by a time-dependent recruitment of migratory cells, especially neutrophils (Doherty 

et al., 1985). There are many mediators that coordinate the initial events of acute 

inflammation, such as vasoactive amines, lipid-derived eicosanoids, chemokines, reactive 

oxygen species (ROS), nitric oxide, and cytokines.  

In this test, the results showed that the ethanolic extract, ethyl acetate, 

hydromethanolfraction and XACC-1 of X. americana reduced the number of recruited cells, 

indicating that they contain active anti-inflammatory agents. When administered into the 

peritoneal cavity of mice, zymosan A induces an increase in vascular leakage, one of the 

primary signs of inflammation      (Rao et al., 2006). In this model, pro-inflammatory 

cytokines, such as TNF-α and IL-1β, activate the signaling pathway in endothelial cells, 

which regulates the expression of adhesion molecules to initiate the recruitment of both 

circulating leukocyte migrating cells and partially activated leukocyte cells (Leite et al., 

2007).  

Therefore, the ethanolic extract of stem bark, ethyl acetate, hydromethanol fractions 

and isolated XACC-1 of X. americana decreased leukocyte recruitment likely due to their 

ability to decrease production of pro-inflammatory cytokines. This probably occurs because 

flavonoids have an anti-inflammatory activity, which was verified by significant inhibition of 

inflammatory nociception in the formalin test. These data are consistent with results verified 
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by Soro & Sakande (2009) and Olabissi et al. (2011), when they respectively studied the 

antinociceptive activity of aqueous extract of stem bark and anti-inflammatory property of the 

aqueous ethanol of root bark of X. americana. 

The inhibition of COX by flavonoids can occur indirectly or directly. Indirectly, 

flavonoids can inhibit COX by a combination of sequestratin free radicals and interaction with 

the functions of enzymes (Yamamoto & Nozaki-Taguchi, 1996). Multiple hydroxyl groups 

confer upon the molecule substantial antioxidant, chelating and pro-oxidant activity. 

Hydroxyl groups on the B-ring donate a hydrogen and an electron to the hydroxyl, peroxyl, 

and peroxynitrite radicals, stabilizing them and giving rise to a relatively stable flavonoid 

radical. Flavonoids with 5,7-m-dihydroxy arrangement in the A ring, such as XACC-1 

described in this article, increase antioxidant effects and 5-OH enhances peroxynitrite 

scavenging ability. The hydroxyl groups in positions 5 and 7 in the A ring, in combination 

with the 4-keto in the C ring give indications that isorhamnetin can inhibit NADPH-oxidase 

(Tjolsen et al., 1992; Nijveldt, 2001; Zeashana et al., 2009). 

Free radical scavenging by flavonoids is highly dependent on the presence of a free 3-

OH in the C-ring. The torsion angle of the B-ring with respect to the rest of the molecule 

strongly influences free radical scavenging ability. Flavonoids with a 3-OH are planar and this 

planarity permits conjugation, electron dislocation, and a corresponding increase in flavonoid 

phenoxyl radical stability (Tjolsen  et al., 1992; Heim et al., 2002; Zeashana et al., 2009). 

Directly, flavonoids can bind to COX and thereby inhibit the enzyme. As described in 

the literature, regards the structural requirements of flavonoids for direct inhibition of PLA2, 

COX and LOX, it is the phenyl ring that is responsible for the inhibition of PLA2.The 

benzopyran ring is the portion which binds to COX, and both the ring and benzopyran 

hydroxyls at C5 and C7 of the A ring are the pharmacophore groups for inhibition of LOX 

(García et al., 2004). 

As such, it was verified that the mechanisms of actions of antinociceptive and anti-

inflammatory activities by XACC-1 involve the inhibition of COX using in vitro 

cyclooxygenase (COX) inhibition assays at a concentration of 0.2 μM. It was observed that 

XACC-1 inhibited COX-1 and COX-2. COX-2 is the inducible COX isoform expressed in 

inflammatory cells and tissues in response to cellular activation by endotoxins, cytokines, 

mitogens and other stimuli (Hunskaar & Hole, 1987; Yang et al., 2008). 

These data suggest that XACC-1, the aqueous fraction and the ethanolic extracts have 

antinociceptive and anti-inflammatory actions. This effect of the XACC-1 flavonoid occurs at 

least in part due to COX inhibition, and consequently, decreased prostaglandin synthesis. 

Also, it is reasonable to assume that the XACC-1 and the chloroform fraction may act in other 

ways, considering the action evidenced in the first phase of the formalin test. 

Unpublished findings of our group also demonstrate that the treatment of mice with X. 

americana extracts, fractions or XACC-1 produces no changes in behavior, such as the 

appearance of involuntary movements, piloerection, stimulatory or sedative effects, 

respiratory depression or gastric toxic effects.  

 

5. Conclusions 

In conclusion, this study has shown that the extract, fractions and XACC-1 isolated 

from X. americanapossess significant antinociceptive and anti-inflammatory effects in mice at 

the doses investigated. Our results support the traditional use of this plant for some painful 

and inflammatory conditions, and its activity is attributed to the flavonoid (XACC-1) reported 

here which is present in the ethyl acetate fraction of the stem bark extract of the plant. 

Furthermore, the antinociceptive and anti-inflammatory actions demonstrated in the present 

study support, at least partially, the ethnomedicinal uses of this plant.  
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Table1. Antinociceptive effect of the extract, fractions and XACC-1 isolated from X. 

americana  on acetic acid-induced writhing in mice. 

 

Group 

Dose 

(mg/kg) 

or μmol/kg
#
 

Number of abdominal
 

constrictions 

 (M ±  S.E.M.) 

Inhibition 

(%) 

Control (vehicle) --- 44.40 ± 1.86 --- 

Dipyrone
#
 100 6.50 ± 0.50** 85.60 

Ethanolic Extract  100 0.80 ± 0.58** 98.20 

Hydromethanol 

fraction 
100 2.00 ± 2.00** 98.50 

Hexane Fraction 100 3.40 ± 0.98** 99.60 

Chloroform 

Fraction 
100 0.20 ± 0.20** 95.00 

Acetate fraction 100 2.20 ± 1,36** 95.30 

XACC-1
# 

100 0.67 ± 0.67** 98.50 

a
Number of animals; **p< 0.01 (One-way ANOVA followed by the Dunnett’s test); n 

= 8. 
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Table 2. Power and efficacy of Dipyrone and XACC-1 inacetic acid-induced writhing in mice.  

 

Substances Inhibitor                 Dose (ID)50 Maximum Effect 

Dipyrone 29.27 µmol/kg 83.50%* 

XACC-1 32.03 µmol/kg 99.60%* 

              Number of animals (7-8); *p< 0.05 (One-way ANOVA followed by the Dunnett’s 

test). 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3. Anti-inflammatory profile of XACC-1, ethanolic extract and fractions of X. 

americana in the formalin test. 

 

Group 

Dose 

(mg/kg)  

or 

μmol/Kg# 

n
a
 

1
st
 phase  

neurogenic
b
 

Time (s) 

1
st
 phase  

Inhibition 

(%) 

2
nd

 phase 

inflammatory
b
 

Time (s) 

2
nd

 phase  

Inhibition 

(%) 

Control (vehicle) --- 10 65.70 ± 2.48 --- 207.40 ± 24.67 --- 

Indomethacin
#
 100 8 51.20 ± 4.78 21.32 104.00 ±1.38** 49.86 

XACC-1
#
 100 8 23.50 ± 7.05** 64.23 27.38 ±12.77** 86.80 

Ethanolic Extract 100 10 51.60 ± 5.20 21.46 36.50 ±14.68** 82.40 

Acetate Fraction 100 8 60.43 ± 5.52 8.02 181.70 ±24.88 12.40 

Hexane Fraction 100 8 61.33 ± 2.65 6.65 169.30 ± 12.68 18.37 

Chloroform Fraction 100 8 45.00 ± 2.86* 31.51 203.20 ± 23.43 2.03 

Hydromethanol 

Fraction 
100 8 62.00 ± 8.49 5.63 54.60 ± 27.10** 73.68 

a
Number of animals; 

b
Values are expressed as mean ± S.E.M, **p< 0.01, *p< 0.05 

(One-way ANOVA followed by the Dunnett’s test). 
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Table 4 – Effects of the ethyl acetate fraction and XACC-1 of X. americana in the hot plate 

test. 

 

Group Mean latency in the hot plate test (s) 

 Pre-treatment  

(min) 
Post-treatment (min) 

  30 min 60 min 90 min 120 min 

Control  2.75 ± 0.46 2.50 ± 0.44 2.03 ± 0.37 4.24 ± 0.71 3.28 ± 0.78 

Morphine 1.89 ± 0.55 9.03 ±1.64* 7.40 ± 

0.89* 

5.39± 0.85*  2.58 ±0.23 

Acetate Fraction 5.87 ± 0.89 4.35 ± 0.39 4.89 ± 1.28 6.63 ± 1.84 5.56 ± 0.92 

XACC-1  4.32 ± 0.94 3.25 ± 0.48 4.59 ± 0.66 5.17 ± 0.92 5.64 ± 1.3 

Data represented as mean ± S.E.M, (%) – Percent inhibition of total hot plate response,  

number of animals = 8, *p< 0.05 (One-way ANOVA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legends of Figures 

 

Figure 1. Chemical structure of  XACC-1 

 

Figure 2. Dose-response curves of XACC-1(XM-Catechin) (▲) and dipyrone(■) (all in doses 

of 1, 10, 30, 100 and 300 µmol/Kg, i.p.) in the acetic acid-induced writhing assay. Data 

expressed as the inhibition percentage of total writhings calculated from eight animals. **p < 

0.01 (One-way ANOVA followed by theDunnett’s test). 

 

Figure 3. Effect of indomethacin and XACC-1 (XM-Catechin) (both 100 µmol/kg, i.p.), and 

the ethanolic extract and ethyl acetate fraction (both 100 mg/kg, i.p.) on cell migration. Data 

represent mean ± S.E.M. from at least six animals. **p< 0.01. 

 

Figure 4. In vitro inhibition of COX-1/COX-2 sheep enzymes by XACC-1 and 

indomethacin, both at concentrations of 0.2 µM. Values are expressed as mean ± S.E.M; 

***p< 0.001, **p < 0.01 when compared to the control group using one-way ANOVA 

followed by the Dunnett’s test; 
#p < 0.05 when compared to the treatment against COX-1 

versus COX-2 using the t student test;
 ++p < 0.01 when compared to the inhibition of the 

COX isoform by treatment with indomethacin versus XACC-1 using the t  student test. 
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Figure 1 
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8 DISCUSSÃO 

 

Há provas convincentes de que muitos produtos naturais com os seus princípios ativos 

utilizados na medicina tradicional podem ser úteis para o tratamento da dor ou condições 

inflamatórias (SEN; SAMANTA, 2015). O escopo deste trabalho concerne a avaliação em 

modelos funcionais de dor e inflamação in vivo e in vitro de produtos naturais oriundos da 

fauna e flora brasileira, bem como alguns isolados químicos (no caso, flavonoides). 

Entendendo-se que a análise da atividade antioxidante seja uma importante ferramenta nesta 

busca, tendo-se em vista o perfil oxidativo da resposta inflamatória. Neste sentido, foi 

realizado o estudo de dois  flavonoides PMT1 e PMT2 isolados das partes aéreas da espécie 

P. montealegreanum, dos extratos etanólicos de diferentes períodos do geoprópolis e suas 

respectivas frações fenólicas, do extrato etanólico, frações (acetato e metanólica) e o 

flavonoide tricetina do pólen,  ambos (geoprópolis e pólen) produzidos pela espécie de abelha 

sem ferrão M. subnitida, bem como o extrato etanólico, frações (aquosa, clorofórmica, 

hexânica e acetato) e a epicatequina XACC-1 da casca do caule de X. americana. 

Inicialmente, realizou-se o estudo da atividade antinociceptiva e anti-inflamatória dos 

flavonoides PMT1 e PMT2 isolados de P. montealegreanum.  PMT1 e PMT2 são flavonoides 

novos isolados pela primeira vez e a identificação desses compostos é importante do ponto de 

vista quimiotaxonômico para a família Piperaceae. Diferentes modelos animais foram 

utilizados para investigar os potenciais efeitos antinociceptivo e anti-inflamatório desses dois 

flavonoides. Sabe-se que, embora o ensaio de contorções abdominais induzidas por ácido 

acético tenha pouca especificidade (por exemplo, os antidepressivos tricíclicos, 

anticolinérgicos, agentes anti-histamínicos e outros mostraram atividade neste teste), é um 

método muito sensível para a triagem de efeitos antinociceptivos de compostos 

(ALEXANDRE-MOREIRA et al., 1999; COOLIER; DINNEN; SCHNEIDER,1968; 

GOZARIU; CADDEN et al., 2001; LE BARS).  

Tem sido sugerido que o ácido acético atua através da liberação de mediadores 

endógenos que estimulam os neurônios nociceptivos que são sensíveis aos AINEs e aos 

opioides (COOLIER; DINNEN; SCHNEIDER, 1968; DERAEDT et al., 1980). As vias de 

transmissão mais importantes para a nocicepção nesse modelo compreendem canais iônicos 

sensíveis a ácidos e mediadores endógenos, tais como a bradicinina, a serotonina, a histamina, 

a substância P, as citocinas e as PGs (COOLIER; DINNEN; SCHNEIDER et al., 1968; 

DERAEDT et al., 1980; FEIN 2009; IKEDA et al., 2001; JULIUS; BASBAUM, 2001; 

RIBEIRO et al., 2000). Além disso, verificou-se que a administração intraperitoneal de ácido 
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acético induz a liberação não só de PGs, mas também de mediadores do sistema nervoso 

simpático (DUARTE; NAKAMURA; FERREIRA,1988; IKEDA et al., 2001; RIBEIRO et 

al., 2000).  

Os resultados apresentados na Figura 2 do Artigo 1 mostram que PMT1 e PMT2 (0,1; 

1; 30 e 100 μmol/kg, i.p.) produziram uma inibição de contorções abdominais induzidas por 

ácido acético de forma dose dependente, com valores DI50 de 0,58 μmol/kg (efeito máximo de 

80,6%) e 0,44 μmol/kg (efeito máximo de 77,6%), respectivamente. Visando uma maior 

comparação, a dose inibitória de 50% (DI50) da dipirona também foi calculada em 32,4 

μmol/kg, i.p. (efeito máximo de 87,8%), indicando que os dois flavonoides foram mais 

potentes do que a do fármaco padrão utilizado.  

Além disso, tem sido relatado que outros flavonoides são capazes de diminuir a 

nocicepção induzida por ácido acético (SILVA et al. 2013). Por exemplo, Meotti et al. (2006) 

demonstraram que o flavonoide miricitrina, por via i.p., inibe as contorções abdominais 

induzidas por ácido acético de forma semelhante ao PMT1 e PMT2. 

A fim de avaliar um possível efeito antinociceptivo central de PMT1 e PMT2, o teste 

da placa quente foi realizado. Este ensaio é utilizado para avaliar analgésicos narcóticos, 

como opioides; no entanto, outras drogas que atuam centralmente, incluindo sedativos e 

relaxantes musculares, mostraram atividade neste teste (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 

2001). Ao contrário de opioides, a indometacina e outros AINEs não produzem qualquer 

efeito no teste da placa quente (MIRANDA et al., 2012; SANTOS; VEDANA; FREITAS, 

1998). 

Os tratamentos de camundongos com PMT1 e PMT2 (100 μmol/kg, i.p.) não 

induziram aumento significativo no tempo de latência dos animais na placa quente, sugerindo 

que estes flavonoides não modulam a resposta supra-espinhal, ao contrário da morfina, a qual 

induziu um efeito antinociceptivo significativo no ensaio de placa quente. De um modo 

semelhante, Queiroz et al. (2010) também avaliou o efeito central de outro flavonoide 

(galetina 3,6-dimetil éter) utilizando o teste da placa quente e encontrou resultados 

semelhantes aos obtidos no presente estudo. 

Posteriormente, realizou-se o teste de formalina, o qual induz uma resposta bifásica de 

nocicepção: a fase neurogênica, que geralmente dura 5 min e é ocasionada pela estimulação 

dos nociceptores (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001) e a fase inflamatória, que está 

associada com o extravasamento de plasma e liberação de mediadores inflamatórios (NEGUS 

et al., 2006). Acredita-se que o teste de formalina represente um modelo válido para a dor 

clínica (TJOLSEN et al., 1992). É um método muito útil não só para avaliar substâncias 
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antinociceptivas, mas também é uma importante ferramenta na elucidação do mecanismo de 

ação de tais substâncias. A fase neurogênica (primeira fase) é um resultado direto da 

estimulação na pata pela formalina e reflete a nocicepção mediada centralmente pela liberação 

de substância P; enquanto a fase tardia (segunda fase) é devido à liberação de histamina, 

serotonina, bradicinina e PGs (ZEASHANA et al., 2009). Os fármacos que atuam 

principalmente no sistema nervoso central, tais como narcóticos, inibem ambas as fases da 

mesma forma, enquanto fármacos que atuam perifericamente (como anti-inflamatórios 

esteroidais e não-esteroidais) inibem somente a fase inflamatória (EL HABAZI, et al., 2006; 

GARCIA et al., 2004; ZEASHANA et al., 2009).  

Neste ensaio, PMT1 e PMT2 (100 μmol/kg, i.p.) inibiram a fase neurogênica em 

29,9% e 46,4%, respectivamente. No entanto, observou-se que apenas PMT2 causou uma 

inibição significativa da fase inflamatória de 83,65% (Figura 3 do Artigo 1). O fato de PMT1 

atuar apenas na fase neurogênica pode estar relacionado com o antagonismo do receptor de 

SP (SANTOS; CALIXTO, 1997), sem agir em vias que envolvam mediadores inflamatórios 

liberados na segunda fase, ao contrário de PMT2, que age somente na fase inflamatória do 

teste de formalina.  

O edema da orelha induzido por capsaicina foi outro modelo clássico usado para 

avaliar as atividades anti-inflamatórias dos flavonoides. A capsaicina (8-metil-N-6-vanilil-

nonenamida), o componente pungente de pimentas vermelhas do gênero Capsicum, é uma 

ferramenta farmacológica usada para evocar respostas inflamatórias agudas neurogênicas, tais 

como vasodilatação, extravasamento de plasma e sensibilização dolorosa (INOUE; 

NAGATA; KOSHIHARA, 1993). Neste ensaio, a inflamação foi significativamente reduzida 

pelo pré-tratamento com PMT1 e PMT2 (100 μmol/kg, i.p.), que mostraram uma inibição de 

44,6% e 57,9%, respectivamente (Figura 4 do Artigo 1). Os resultados demonstram que 

PMT1 e PMT2 reduziram significativamente o edema de orelha induzido por capsaicina, 

indicando que estes flavonoides tem efeito anti-inflamatório. Este resultado está de acordo 

com Aquino et al. (2013), que avaliou o efeito antinociceptivo de outro flavonoide 

(isoramnetina) nas mesmas condições experimentais.  

Sabe-se que a relação estrutura-atividade de flavonoides é bem documentada na 

literatura científica para atividade anti-inflamatória (GAUTAM; JACHAK, 2009). Desta 

forma, observa-se que ambos os flavonoides PMT1 e PMT2 possuem um grupo hidroxila no 

anel B. PMT2, que mostrou atividade anti-inflamatória maior do que PMT1 e foi ativo na 

segunda fase do teste de formalina, apresenta também ligação dupla entre C7 e C8, além de 

ter OH na posição 4 e 6 no anel A. Além disso, o anel C de PMT1 apresenta-se como um 
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heterocíclico saturado, o que gerou a consequente falta de conjugação entre os anéis A e B, 

diminuindo provavelmente o potencial antioxidante desse flavonoide em relação a PMT2 

(VAYA et al., 2003). Finalmente, como chalconas, PMT2 também possue ligações duplas 

conjugadas e um sistema de elétrons em π completamente deslocados em ambos os anéis de 

benzeno. Moléculas que possuem esse sistema têm potencial redox relativamente baixos e têm 

maior probabilidade de sofrer reações de transferência de elétrons (YADAV et al. 2011). 

Com relação ao pólen coletado pela abelha M. subnitida, as análises palinológicas 

demonstraram tratar-se de um pólen monofloral tendo-se em vista a predominância do pólen 

de Senna sp. (94,5%). Os flavonoides encontrados em maiores quantidades foram: luteolina 

(363,9 mg/g pólen) seguido pela tricetina (136,9 mg/g pólen) e naringenina (82,4).  taxifolina, 

apigenina e kaempferol apareceram em menores quantidades. Os flavonoides luteolina, 

tricetina e kaempferol foram relatados em amostras de pólen coletado por abelhas Apis 

melifera e são de diferentes origens botânicas (FREIRE et al., 2012). Naringenina foi isolada 

do pólen de Mimosa gemmulata e a tricetina foi isolada do pólen de plantas da família 

Fabaceae; ambos os pólens são coletados por abelhas Melipona subnitida (SILVA et al., 

2006). A luteolina foi isolada do pólen da Scoparia dulcis, o qual é coletado por abelhas 

Melipona rufiventris (SILVA et al., 2009). 

Alguns métodos tradicionais foram utilizados para avaliar o possível efeito 

antinociceptivo e anti-inflamatório do extrato etanólico, frações acetato de etila e 

hidrometanólica, bem como do flavonoide tricetina isolado do pólen. Há muitos relatos que 

caracterizam os flavonoides como potentes agentes antioxidantes e anti-inflamatórios, muita 

atenção tem sido dada à relação entre as propriedades antioxidantes e antiinflamatórias dos 

flavonoides (MEOTTI et al., 2006; NIJVELDT et al., 2001; UMAMAHESWARI; 

SANGEETHA, 2015; WILLAIN-FILHO et al., 2008). 

A atividade antinociceptiva do extrato EtOH,  frações AcOEt e MeO: H2O e do 

flavonoide tricetina isolado do pólen da abelha sem ferrão M. subnitida foi avaliada 

inicialmente utilizando-se o ensaio de contorções abdominais induzidas pelo ácido acético em 

camundongos. Ueda e Yamazaki, 2002 avaliaram a atividade anti-inflamatória do flavonoide 

luteolina, um dos flavonoides identificados em maior quantidade no pólen da abelha jandaíra, 

a tricetina também foi avaliada (outro abundante flavonoide encontrado no pólen das abelhas 

inclusive sendo um dos objetos de estudo do presente trabalho). Corroborando com estes 

estudos todos os produtos testados produziram significativa inibição do número de contorções 

abdominais induzidas pelo ácido acético quando comparados ao grupo controle. O flavonoide 

tricetina, isolado da fração acetato de etila, revelou-se significativamente ativo em 
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comparação com o fármaco padrão dipirona (*** P< 0,001). Seguido pelo extrato etanólico 

(90,9%), fração hidrometanólica (88,6%), fração acetato de etila (93,0%), todos em uma dose 

de 100 mg/kg, e o flavonoide tricetina (89,6%) na dose de 100 μmol/kg i.p. Como esperado, a 

dipirona (93,9%) também apresentou um significativo efeito antinociceptivo. Neste modelo, a 

dor é gerada por mediadores endógenos como bradicinina, histamina, SP e PGs que agem por 

estimulação de neurônios nociceptivos periféricos. Estas fibras são sensíveis a narcóticos, 

como morfina e AINES (COOLIER; DINNEN; SCHNEIDER 1968). A injeção 

intraperitoneal de ácido acético produz uma inflamação peritoneal (peritonite aguda), que 

causa a resposta caracterizada pela contração do músculo abdominal. Este modelo foi 

associado ao aumento de PGs no fluido peritoneal (DERAEDT et al., 1980).  

Com relação aos resultados observados no ensaio de formalina, o flavonoide tricetina 

(100 µmol/kg i.p.) e o fármaco padrão indometacina (30 µmol/kg i.p.) induziram uma inibição 

significativa da primeira fase (dor neurogênica) do ensaio de dor induzida por formalina em 

patas de camundongos.  Na segunda fase do teste (dor inflamatória), todos os produtos 

testados foram administrados por via intraperitoneal (100 µmol/kg) e induziram acentuada 

inibição quando comparados ao grupo controle. É importante ressaltar que o flavonoide 

tricetina (100 µmol/kg, i.p.) revelou-se significativamente mais ativo que o fármaco padrão 

indometacina (100 µmol/kg, i.p.) na fase inflamatória, com uma percentagem de inibição de 

92,0% (*** P< 0,001). Além disso, o flavonoide tricetina apresentou um efeito muito maior 

na segunda fase, indicando um importante efeito na dor inflamatória. 

 Os efeitos inibitórios observados na segunda fase do teste de formalina (fase 

inflamatória), com o extrato, as frações e o flavonoide tricetina obtidos do pólen de abelhas 

M. subnitida, levou-nos a testar esses componentes no ensaio de edema de pata induzido por 

carragenina em camundongos, um modelo para a análise específica da atividade anti-

inflamatória. O tratamento com o flavonoide tricetina (100 µmol/kg i.p) foi capaz de reduzir o 

edema de pata, um efeito observado em 240 min após a administração do agente flogístico 

carragenina. O fármaco padrão indometacina (10 µmol/kg i.p.) e o flavonoide tricetina (100 

µmol/kg, i.p) mostraram níveis de inibição de 38,8 e 49,6% (*** P< 0,001), respectivamente. 

Sendo este estudo o primeiro a apresentar a atividade antioxidante e anti-inflamatória do 

pólen monofloral de Senna sp. coletado pelas abelhas jandaíra. 

O ensaio de edema de pata induzido por carragenina em camundongos é amplamente 

utilizado para determinar a atividade anti-inflamatória (MORRIS, 2003; 

UMAMAHESWARI; SANGEETHA, 2015).  Curiosamente, a fração acetato de etila e 

extrato etanólico não foram capazes de reduzir, de forma significativa, o edema de pata neste 
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modelo; apenas o flavonoide tricetina induziu significativa inibição da formação do edema de 

pata. A carragenina atua como agente flogístico ao deflagrar um processo inflamatório 

induzindo a liberação de PGs e o aumento dos níveis de NO (POSADAS et al., 2004). 

 Os resultados indicam que o efeito inibitório do flavonoide tricetina sobre o edema de 

pata induzido por carragenina é mais provavelmente devido à capacidade dos flavonoides de 

inibir enzimas importantes, tais como a ciclo-oxigenase na nocicepção e processos 

inflamatórios e por suas propriedades antioxidantes. 

 No estudo da atividade antinociceptiva de seis amostras de geoprópolis de M. 

subnitida coletados ao longo de três anos, os resultado, expostos na Figura 2A e na Tabela 1 

do Artigo 2, demonstram que o extrato EtOH (100 mg/kg) induziu inibição de contorções 

abdominais induzidas por ácido acético de forma significativa (p <0,05), com efeito de 96,9% 

(amostra 5) a 100% (amostra 1). Além disso, as frações fenólicas (100 mg/kg) também 

inibiram o número de contorções abdominais na proporção de 71,4% (amostra 3) a 93,5% 

(amostra 5) (Figura 2B e Tabela 1 do Artigo 2). O fato dos extratos mostrarem ligeiramente 

uma maior atividade antinociceptiva em relação às frações fenólicas sugere que o geoprópolis 

contém outros compostos responsáveis por esta atividade, além de compostos fenólicos, os 

quais devem ser investigados quimicamente. No entanto, os resultados indicam também que a 

fração fenólica seja, provavelmente, a principal responsável por essa atividade. Não há relatos 

sobre a atividade antinociceptiva na literatura científica dos componentes identificados no 

geoprópolis produzido pelas abelhas da espécie M. subnitida. Sabe-se também que as 

seguintes espécies de plantas ocorrem na região e são possivelmente fontes de produção de 

resina coletadas pelas abelhas para a produção de própolis: Myracrodruon urundeuva 

Allemão (Anacardiaceae), Handroanthus impetiginosus (Mart & DC) Mattos (Bignoniaceae), 

Jatropha mollissima (Pohl) Baill. (Euphorbiaceae) e Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan 

(Fabaceae) (MAIA-SILVA et al., 2012).  

O interesse em se investigar o potencial antinociceptivo e anti-inflamatório da casca 

do caule da espécie X. americana L., consiste, principalmente, no corrente uso terapêutico 

popular desta espécie, em diferentes regiões do mundo (BRASILEIRO, 2008). As cascas do 

caule são utilizadas em diversas doenças inflamatórias, e está relacionada a uma potente ação 

cicatrizante (VERAS; MORAIS, 2004). Na literatura encontramos poucos relatos, isolados, 

da atividade antinociceptiva, anti-inflamatória e antioxidante de alguns extratos desta espécie, 

sendo este o primeiro trabalho a correlacionar estas atividades utilizando não só o extrato 

etanólico, mas também as frações provenientes deste extrato e a epicatequina (XACC-1) 
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isolada da fração acetato de etila da casca do caule de X. americana L. (BRASILEIRO, 2008; 

SORO; TRAORE; SAKANDE, 2008). 

Tendo em vista o vasto uso na medicina popular desta espécie, a primeira etapa do 

presente trabalho consistiu na avaliação da atividade antinociceptiva do extrato etanólico da 

casca do caule, todas as frações obtidas e a XACC-1 provenientes da espécie X. americana no 

ensaio de contorções abdominais induzidas por ácido acético. Os resultados obtidos 

evidenciaram que o extrato etanólico, todas as frações testadas e a XACC-1 provenientes da 

espécie X. americana L. possuem atividade antinociceptiva. O que corrobora com os achados 

de SORO; TRAORE; SAKANDE (2008) que testou o extrato aquoso da casca do caule de X. 

americana L.e observou a indução de uma significativa inibição do número de contorções 

abdominais na dose de 100 mg/Kg, que foi capaz de inibir em 61,1%  o número de contorções 

abdominais. No presente estudo pudemos demonstrar que a XACC-1, flavonoide isolado da 

fração acetato, proveniente do extrato etanólico da casca do caule de X. americana L. foi 

capaz de inibir 98,5% das contorções abdominais, utilizando-se a dose de 100 µmol/Kg. O 

que sugere que flavonoides como a epicatequina XACC-1, sejam importantes substâncias 

promotoras desta atividade antinociceptiva ocasionada por alguns extratos e frações oriundos 

desta planta. Além disso, os resultados obtidos a partir da determinação da curva dose-

resposta mostram que a potência da XACC-1 (DI50 = 32,0 µmol/Kg) é comparável a do 

fármaco padrão dipirona (DI50 = 29,3 µmol/Kg), entretanto a XACC-1 possivelmente 

apresenta uma maior eficácia, pois foi capaz de atingir um efeito inibitório máximo, superior 

ao verificado para o fármaco padrão. Do ponto de vista da terapêutica a eficácia é um 

parâmetro farmacológico mais importante que a potência tendo-se em vista que a finalidade 

primordial de um fármaco é a sua maior capacidade de resolução de uma determinada 

patologia causando o menor dano possível à saúde do paciente.  

Embora o ensaio de contorções abdominais induzidas pelo ácido acético represente um 

modelo de nocicepção periférica, o qual consiste de estímulos de alta intensidade e a resposta 

nociceptiva de curta duração, este não é um modelo específico, uma vez que diferentes classes 

de substâncias são ativas neste modelo, como anteriormente mencionado (HENDERSHOT; 

FORSAITH, 1959; TAKAHASHI; PAZ, 1987; YEN, 1985). Este fato demonstra que a 

interpretação da redução da dor através do estímulo pelo ácido acético deve ser efetuada de 

forma cautelosa em conjunto com outros testes. 

O ensaio de formalina é um modelo válido e confiável de nocicepção, sensível para 

várias classes de fármacos analgésicos. Como anteriormente mencionado, a injeção de 

formalina produz resposta bifásica distinta: uma primeira fase mediada por substâncias 
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neurogênicas e que representa o efeito irritante da formalina nas fibras sensoriais do tipo C, 

ocasionando uma dor neurogênica; e uma segunda fase mediada por substâncias pró-

inflamatórias, por exemplo, as PGs, ocasionando uma dor de origem inflamatória. Os 

analgésicos de ação central como os opioides inibem as duas fases, enquanto substâncias de 

ação periférica, como os anti-inflamatórios não-esteroides e glicocorticoides, inibem somente 

a segunda fase (HUNSKAAR; HOLE, 1987). Este modelo é útil para detectar analgésicos do 

tipo não-esteroides, além de ser capaz de dissociar a dor do tipo inflamatória e não-

inflamatória. Além disso, permite avaliar em animais a dor contínua de intensidade moderada 

causada pela lesão do tecido e o papel dos sistemas endógenos na regulação da dor 

(TJOLSEN et al., 1992). Nossos dados mostram que a XACC-1 foi capaz de inibir as duas 

fases do experimento mostrando-se ativa tanto na dor neurogênica quanto na dor inflamatória, 

com uma porcentagem de inibição superior a do fármaco padrão indometacina. O extrato 

etanólico e a fração aquosa inibiram significativamente a segunda fase do experimento 

sugerindo que estes produtos podem induzir antinocicepção periférica como os AINEs.  

Baseando-se nestes resultados podemos inferir que o efeito antinociceptivo da XACC-

1 pode ser atribuído a inibição tanto das PGs como de outros mediadores envolvidos neste 

modelo. No trabalho de Soro, Traore e Sakande (2008) no que se refere ao ensaio de 

formalina utilizando-se o extrato aquoso da casca do caule de X. americana L. verificou-se 

que uma dose de 50 mg/Kg  induziu uma inibição do tempo de lambida da pata em 66,6% na 

segunda fase, porém não induziu uma inibição significativa da primeira fase do experimento, 

mesmo quando na dose de 100 mg/kg, a mesma utilizada neste trabalho, o que leva a crer que 

a epicatequina possua um importante papel na atividade antinociceptiva quando a casca do 

caule da X. americana L. foi utilizada. 

Soro, Traore e Sakande (2008) avaliaram também a atividade antinociceptiva central 

do extrato aquoso da casca do caule de X. americana L. Para esta finalidade utilizaram o teste 

de retirada da cauda (D’AMOUR; SMITH, 1941; GRAY; OSTERBERG; SCUTE,1970) que 

assim como o ensaio de placa quente (KURAISHI et al., 1983) avalia a antinocicepção central 

a partir da utilização do estímulo térmico. Os mecanismos utilizados nestes ensaios estão 

relacionados a uma atividade primária na medula espinhal como também a processamento em 

regiões superiores do sistema nervoso central (principalmente o córtex) (YAKSH; RUDY, 

1977). Apresenta diversas vantagens como alta sensibilidade a potentes analgésicos e baixo 

dano tecidual. Assim como no trabalho de Soro, Traore e Sakande (2008) não foi evidenciada 

nenhuma atividade central significativa da casca do caule da X. americana L. 
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Com o objetivo de avaliar a atividade anti-inflamatória do extrato, frações e 

epicatequina provenientes da casca do caule de X. americana L. no que se refere à migração 

celular foi realizado o ensaio de peritonite utilizando Zymosan A.  

O Zymosan A é um polissacarídeo constituinte da parede celular do fungo 

Sacharomyces cerevisae capaz de induzir a degranulação de mastócitos, liberando aminas 

vasoativas como serotonina e histamina, ativar macrófagos e de gerar produtos do 

metabolismo do ácido araquidônico, além de ativar a via alternativa do sistema complemento. 

Quando administrado na cavidade peritoneal do camundongo induz um aumento no 

extravasamento vascular, um dos sinais preliminares da inflamação (BOUGHTON-SMITH; 

GHELANI, 1995; RAO; FANG; TZENG,1994). Esta é uma etapa chave na formação do 

exsudato inflamatório e é seguida por um recrutamento tempo dependente de células, 

especialmente neutrófilos (DOHERTY et al., 1985). Citocinas pró-inflamatórias, como TNF-

α e IL-1β, ativam a via de sinalização em células endoteliais, a qual regula a expressão de 

moléculas de adesão para iniciar o recrutamento de leucócitos circulantes e células 

migratórias parcialmente ativadas. Foi demonstrado neste trabalho que o extrato etanólico, 

frações acetato e aquosa bem como a XACC-1 induzem efeitos inibitórios sobre o 

recrutamento celular (LEITE et al., 2007). 

Os resultados de atividade anti-inflamatória encontrados podem ser explicados, ao 

menos em parte, pela presença de flavonoides presentes na casca do caule de X. americana L. 

que são descritos como capazes de bloquear síntese de LTs, importantes na quimiotaxia e 

síntese de PGs, que são importantes na gênese de inflamação e dor (MORROW; ROBERTS, 

2001). Diversas atividades biológicas já foram demonstradas para os flavonoides, entre elas 

atividade antinociceptiva e anti-inflamatória (MIDDLETON; KANDASWAMI; 

THEOHARIDES, 2000; SHETTAR et al., 2015), bloqueio da PLA2, inibição direta de 

ciclooxigenases e/ou de lipooxigenases, importantes para o metabolismo do ácido 

araquidônico e geração de PGs e LTs (KWAK et al., 2003; LINDAHL; TAGESSON, 1997; 

MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000). 

Galvez et al., (1995) avaliaram a atividade antiperoxidativa de vários flavonoides 

sobre a peroxidação de membrana de células de figado de rato induzidas pelo sistema 

enzimático do ácido araquidônico. Todos os flavonoides testados foram capazes de inibir a 

peroxidação lipídica induzida por ácido araquidônico, os flavonoides que apresentaram 

melhores resultados, em ordem decrescente, foram: delfinidina, epicatequina, catequina, 

kaempferol, quercetina, luteonina, naringenina e apigenina.  
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A atuação de flavonoides como a epicatequina XACC-1 em processos inflamatórios 

pode ser explicada pela sua estrutura química (Figura 1 do Artigo 4). A configuração das 

hidroxilas no anel B é determinante no processo de eliminação dos radicais livres 

(HARBORNE; WILLIANS, 2000), um importante mecanismo pelo qual os flavonoides 

inibem a formação de metabólitos do ácido araquidônico como as PGs e LTs.  

Além disso, verificou-se neste estudo que um dos mecanismos de ação antinociceptiva 

e anti-inflamatória por XACC-1 envolve a inibição da COX in vitro. Essa inibição da COX 

foi determinada através de ensaio colorimétrico de inibição de COX, utilizando-se uma 

concentração de 0,2 μM de XACC-1. Observou-se que XACC-1 inibiu COX-1 e COX-2. A 

COX-2 é a isoforma induzível da COX e está expressa em células inflamatórias e tecidos em 

resposta à ativação celular por endotoxinas, citocinas, agentes mitogênicos e outros estímulos 

(HUNSKAAR; HOLE, 1987; YANG et al., 2008). 

A inibição da COX por flavonoides pode ocorrer diretamente ou indiretamente. 

Indiretamente, flavonoides podem inibir COX por uma combinação sequestro de radicais 

livres e interferência com as funções de enzimas (YAMAMOTO; NOZAKI-TAGUCHI, 

1996). Vários grupos hidroxila conferem propriedades antioxidante, quelantes e atividade pró-

oxidante substancial à molécula (NIJVELDT, 2001; TJOLSEN et al, 1992; ZEASHANA et 

al., 2009). A XACC-1 possui duas hidroxilas no anel B, nas posições B-3 e B-4. Possuindo 

então uma considerável capacidade doadora de elétrons neste anel, e confere uma maior 

estabilidade ao radical formado. O arranjo espacial dos substituintes presentes na molécula é 

um fator que também contribui bastante para a atividade antioxidante deste composto (HEIM; 

TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002; MARTÍNEZ-FLÓREZ et al., 2002). 

Os flavonoides também pode se ligar diretamente à COX e, assim, inibir a enzima. 

Como descrito na literatura que se refere aos requisitos estruturais dos flavonoides para a 

inibição direta de PLA2, COX e LOX, é o anel fenila que é responsável pela inibição de 

PLA2, já o anel benzopirano é a porção que se liga a COX, e tanto o do anel benzopirano 

como as hidroxilas em C5 e C7 do anel A são os grupos farmacofóricos para inibição de LOX 

(GARCÍA et al., 2004). 

Estes dados sugerem que XACC-1, a fração aquosa e os extratos etanólicos tem ação 

anti-nociceptiva e anti-inflamatória. Este efeito do flavonoide XACC-1 ocorre, pelo menos 

em parte, devido à inibição da COX e, por conseguinte, pela diminuição da síntese de PG. 

Além disso, é razoável assumir que XACC-1 e a fração clorofórmio podem atuar em outras 

vias, visto que apresentaram atividade na primeira fase do teste de formalina. Embora a 

epicatequina XACC-1 isolada da casca do caule de X. americana L. tenha apresentado 
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atividade antinociceptiva, anti-iflamatória, possuindo uma ação inibitória sobre o 

recrutamento celular, não podemos excluir a participação de compostos adicionais nos 

extratos e frações testados. 

Tendo em vista que as plantas medicinais são capazes de exercer sua atividade 

terapêutica pela ação de metabólitos secundários como o flavonoide epicatequina 

(QUINTANS-JÚNIOR, 2000), apesar dos diversos estudos realizados com extratos obtidos 

das folhas, caule, raiz e frutos da X. americana L. encontrados na literatura, poucos 

evidenciam a atividade de constituintes isolados desta espécie. Uma minuciosa pesquisa 

objetivando-se encontrar dados que confirmem a presença deste flavonoide na espécie X. 

americana L. comprovou apenas o isolamento do flavonoide epicatequina na raiz da variante 

X. americana caffra (Sond) Andler por Mwangi et al., (1993), dado que reforça a importância 

do presente trabalho no intuito de explicitar a ação de constituintes de plantas utilizadas na 

medicina popular. Portanto, nossos resultados podem contribuir para um melhor 

conhecimento desta planta medicinal e da ação farmacológica antinociceptiva e anti-

inflamatória do extrato etanólico, frações bem como da epicatequina XACC-1 provenientes 

da casca do caule de X. americana L. Estudos adicionais  ainda serão necessários para 

confirmar a utilidade desta espécie no tratamento da dor e inflamação. 
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9 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Diante do exposto, os resultados obtidos permitem concluir que:  

 A atividade antinociceptiva de PMT1 e PMT2 de P. montealegreanum, extratos 

etanólicos de diferentes períodos do geoprópolis e suas respectivas frações fenólicas, 

extrato etanólico, frações (acetato e metanólica) e o flavonoide tricetina do pólen,  

ambos (geoprópolis e pólen) produzidos pela espécie de abelha sem ferrão M. 

subnitida bem como o extrato etanólico, frações (aquosa, clorofórmica, hexânica e 

acetato) e a epicatequina XACC-1 de X. americana foi demonstrada através dos 

ensaios de contorções abdominais induzida por ácido acético e/ou nocicepção induzida 

por formalina.  

 Nenhuma das frações, extratos ou isolados testados apresentaram atividade 

antinociceptiva central, verificada através do ensaio de placa quente; 

 Verificou-se uma atividade anti-inflamatória de PMT1 e PMT2 de P. 

montealegreanum nos modelo de edema de orelha induzido por capsaicina; 

 Foi observada uma atividade anti-inflamatória de XACC-1, o extrato etanólico e a 

fração acetato de etila e hidrometanólica, de X. americana no modelo de recrutamento 

celular induzido por Zymosan A; 

 Foi observada uma atividade anti-inflamatória do flavonoide tricetina isolado do pólen 

coletado pela espécie de abelha sem ferrão M. subnitida no modelo de edema de pata 

induzido por carragenina; 

 A epicatequina XACC-1, provenientes da X. americana L. induziu inibição de COX-1 

e COX-2 in vitro. 

O conjunto de resultados obtidos neste trabalho sustenta a afirmativa de que PMT1 e 

PMT2 de P. montealegreanum, o extrato etanólico e suas respectivas frações fenólicas de 

geoprópolis, o extrato etanólico, frações (acetato e metanólica) e o flavonoide tricetina 

isolado obtido do pólen, ambos (geoprópolis e pólen) produzidos pela espécie de abelha 

sem ferrão M. subnitida e o extrato etanólico, todas as frações testadas e a epicatequina 

XACC-1 de X. americana são capazes de modular a resposta nociceptiva. Sustenta 

também que PMT1 e PMT2 de P. montealegreanum, o flavonoide tricetina do pólen da 

M. subnitida e o extrato etanólico, frações acetato de etila e hidrometanólica e a 

epicatequina XACC-1 de X. americana são capazes de modular  a resposta inflamatória 

aguda. 
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