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   “A dor é uma emoção que mora na alma” 
Platão (370 a.C.) 
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RESUMO 

 

 

Hypericum perforatum (Hp) é o nome científico da erva de São João, amplamente utilizada 

para fins terapêuticos especialmente no tratamento da depressão moderada. O efeito 

analgésico do extrato de H. perforatum foi demonstrado em condições dolorosas como em 

modelos de constrição do nervo ciático, neuropatia induzida por diabetes, enxaqueca dentre 

outros. Porém há pouco conhecimento sobre sua modulação da dor inflamatória. Neste 

trabalho, avaliamos o efeito analgésico do extrato de Hp em vários modelos de dor 

inflamatória. Os camundongos foram tratados com extrato de Hp  (30-300 mg/kg, v.o.), 

indometacina (controle anti-inflamatório, 5 mg/kg, i.p.) ou veículo (5% tween 80 em salina) 

antes da injeção dos estímulos inflamatórios (carragenina (300 μg/pata); formalina (1,5% - 25 

μl/pata); ácido acético (0,8% i.p);  fenil-p-benzoquinona (1,890 μg/kg i.p.); adjuvante 

completo de Freund’s (10 μl/pata)). O pré-tratamento com extrato de Hp por via oral inibiu de 

maneira dose-dependente a hiperalgesia inflamatória induzida pela administração de ácido 

acético bem como inibiu os comportamentos de dor manifesta induzidos por fenil-p-

benzoquinona, formalina e Adjuvante completo de Freund’s (CFA). O tratamento com extrato 

de Hp também inibiu a hiperalgesia mecânica na inflamação aguda induzida pela carragenina 

e inflamação prolongada induzida pelo CFA. Quanto aos mecanismos de ação do extrato de 

Hp , envolvem a inibição da produção da citocina pró-inflamatória IL-1β. Além disso, o feito 

analgésico do extrato de Hp  foi inibido pelos pré-tratamentos com L-NAME, ODQ, KT5823 

e glibenclamida, demonstrando que o efeito analgésico também é dependente da ativação da 

via NO/GMPc/PKG/canais de potássio dependentes de ATP, respectivamente. Esses 

resultados demonstram que o H. perforatum apresenta efeito analgésico e que seus 

mecanismos envolvem a inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias e ativação da via 

NO/GMPc/PKG/K+ATP.  

 

Palavras-chave: Hypericum perforatum. Citocina. Óxido nítrico. Dor Inflamatória. 

Hiperalgesia. 
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ABSTRACT 

 

 

Hypericum perforatum (Hp) is the scientific name of the popular St. John's wort widely used 

for therapeutic purposes especially in the treatment of moderate depression. The analgesic 

effect of the extract of H. perforatum has been demonstrated in painful conditions such as 

sciatic nerve constriction models, diabetes-induced neuropathy, migraine, among others. 

However, your role in modulation of inflammatory pain is yet unknown. In this work the 

analgesic effect of Hp was evaluated in several models of inflammatory pain. Mice were 

treated with Hp (30-300 mg/kg, p.o.), indomethacin, which was used as anti-inflammatory 

drug control (5 mg/kg, i.p.), or vehicle (5% tween 80 plus saline) prior to different 

inflammatory stimulus injection: carrageenin (300 μg / paw), formalin (25 μl / paw), acetic 

acid (0.8% i.p.), phenyl-p-benzoquinone (1.890 μg / kg i.p.), and Freund's Complete Adjuvant 

(10 μl / paw). Oral pre-treatment with Hp dose-dependently inhibited acetic acid 

administration-induced inflammatory nociception as well as inhibited phenyl-p-

benzoquinone, formalin and Freund's Complete Adjuvant (CFA)-induced nociceptive 

behaviour. Hp treatment also inhibited mechanical hyperalgesia in carrageenin-induced acute 

inflammation, and prolonged CFA-induced inflammation. Regarding the mechanisms of 

action of Hp, there was inhibition of the production of pro-inflammatory cytokine IL-1β. In 

addition, the analgesic effect of Hp was inhibited by pre-treatments with L-NAME, ODQ, 

KT5823 and glibenclamide, demonstrating that the analgesic effect is also dependent on 

activation of the NO/GMPc/PKG/K+ATP respectively. These results demonstrate that H. 

perforatum has analgesic effect and that its mechanisms involve inhibition of cytokine 

production and activation of the NO/GMPc/PKG/K+ATP pathway. 

 

Keywords: Hypericum perforatum. Cytokine. Nitric oxide. Inflammatory pain. Hyperalgesia. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 INFLAMAÇÃO 

 O termo inflamação, cunhado a partir da palavra latim  inflammare, a qual significa 

atear fogo, remonta às antigas civilizações egípcias e gregas (Rochae and Silva, 1978).  A 

inflamação é um dos processos centrais de defesa do organismo nos quais as respostas 

flogísticas provenientes deste processo se destinam a erradicar o agente causador, inativando 

ou destruindo organismos invasores, removendo irritantes a fim de iniciar o processo de 

reparação tecidual (Abdulkhaleq et al., 2018). Contudo, durante sua marcha, a inflamação 

pode passar de aguda para sua forma crônica e sua cronicidade está envolvida em múltiplas 

patologias como artrite, asma, esclerose múltipla, colite, inflamação, doenças intestinais, 

aterosclerose dentre outras (Bannenberg et al., 2007; Mizokami et al., 2016).  

A resposta inflamatória é induzida quando o sistema imune inato reconhece, por meio 

de receptores de reconhecimento de padrão (PRRs), estruturas moleculares evolutivamente 

conservadas encontradas exclusivamente em  patógenos, (padrões moleculares associados ao 

patógeno, PAMPs) ou através do reconhecimento de moléculas endógenas que são 

produzidas ou liberadas por células danificadas ou mortas (padrões moleculares associados 

ao perigo, DAMPs). Os PRRs abrangem várias famílias de receptores, dentre estes: os 

receptores do tipo toll (TLRs) e os receptores do tipo NOD (NLRs) que podem ser expressos 

tanto na superfície celular como no ambiente intracelular. Estes receptores são 

principalmente expressos por monócitos, macrófagos, neutrófilos e células dendríticas, mas 

também são expressos por  células linfoides, os linfócitos, fibroblastos e células epiteliais 

(Fukata et al., 2009).  

Constituído de eventos celulares e vasculares com secreções humorais, os 

mecanismos inflamatórios encerram uma cadeia de respostas organizadas e dinâmicas a fim 

de defender o organismo (Abdulkhaleq et al., 2018). Alterações na vascularização local 

normalmente aparecem rapidamente após exposição ao estímulo inflamatório resultando em 

um aumento da permeabilidade local favorecendo o aumento na concentração de células 

sanguíneas da linhagem branca e de uma gama de  proteínas plasmáticas que desempenham 

papéis distintos na regulação do processo inflamatório (Abdulkhaleq et al., 2018). Os 

neutrófilos são geralmente os primeiros a serem recrutados pelo estímulo inflamatório e se 

apresentam ao local da lesão através da corrente sanguínea, seguidos pela liberação de outros 

mediadores químicos (Rosales, 2018). Dentre os processos inflamatórios primários encontra-

se a liberação de uma rede química complexa composta por diversos mediadores e moléculas 
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de sinalização, como exemplo, moléculas derivados de lipídios, como eicosanóides ou "fator 

de ativação de plaquetas" (PAF); interleucina-1; bradicinina; e aminas, como histamina ou 5-

HT e radicais livres provenientes de oxigênio e nitrogênio provenientes de tecidos lesionados 

e células migratórias  contribuem para os sinais flogísticos observados durante o processo 

inflamatório (Guzik et al., 2003).  

Diversos mediadores químicos são produzidos durante uma resposta imune; alguns 

deles são diretamente prejudiciais aos organismos infecciosos, outros desempenham papel 

regulador promovendo a atividade de tipos celulares específicos, enquanto outros servem 

para terminar a resposta quando a fonte de estimulação imunológica inicial for eliminada 

(Buckley et al., 2014).  Assim, a liberação de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias 

desencadeia diversos eventos relacionados a cascata inflamatória (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1:Mediadores periféricos da inflamação. O dano tecidual pode resultar na liberação de mediadores 
inflamatórios por nociceptores ativados ou células não neurais que residem ou infiltram na área lesada. Esta 
“sopa inflamatória” de moléculas de sinalização inclui uma série de mediadores como serotonina, histamina, 
glutamato, ATP, adenosina, substância P, peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), bradicinina, 
eicosanoides prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos, endocanabinóides, fator de crescimento de nervo 
(NGF), fator de necrose tumoral (TNF-α), interleucina-1β (IL-1β), proteases extracelulares e prótons. Esses 
fatores atuam diretamente no nociceptor através de sua ligação a um ou mais receptores da superfície celular, 
incluindo receptores acoplados à proteína G (GPCR), canais TRP, canais iônicos sensíveis ao ácido (ASIC), 
canais de potássio de dois poros (K2P), e receptor de tirosina quinases (RTK), como representado no terminal 
nociceptor periférico. Adaptado de Basbaum et al. (2009). 
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As citocinas afetam potencialmente todos os processos biológicos, desde o 

desenvolvimento embrionário, passando pelas respostas á patógenos, mudanças em funções 

cognitivas e até mesmo a progressão dos processos degenerativos relacionados ao 

envelhecimento (Dinarello, 2007). Uma conexão entre citocinas e dor foi observada pela 

primeira vez quando analisada a resposta dos organismos à infecção, associada a febre, 

fadiga, perda de apetite e hiperalgesia. Desde então, as citocinas são vistas como um 

importante elo entre o reconhecimento imunológico e os sinais locais ou sistêmicos da 

inflamação (Dinarello, 2000; Dinarello, 2007). 

Secretadas por diversos tipos celulares, as citocinas são polipeptídeos que atuam na 

sinalização de moléculas e células, estimulando-os para locais de inflamação, infecções, 

traumas, atuando sobre fatores primários de crescimento de linfócitos e outras funções 

biológicas. Estas exercem suas atividades a partir de baixas concentrações por meio de 

receptores de alta afinidade cujas constantes de ligação variam entre 10-12 e 10-10 M. Em 

alguns casos, apenas algumas dezenas de receptores precisam ser ativados por célula para 

provocar seu efeito (Sommer and Kress, 2004).  

Dentre suas atividades, são capazes de ativar as células endoteliais, aumentando assim 

a permeabilidade vascular e facilitando a entrada de células imunes nos tecidos, no local da 

infecção, mas também podem levar a vazamentos capilares, vasodilatação e hipotensão 

Quando liberadas podem atuar no local onde são produzidas (ação autócrina), nas células 

próximas (ação parácrina) ou nas células distantes (ação endócrina) e  em grandes 

quantidades, podem induzir a produção de proteínas de fase aguda no fígado, ativação 

plaquetária, febre, fadiga e anorexia (Netea et al., 2017). 

Geralmente agem como mediadores intermediários, liberando outras citocinas e 

mediadores finais. Em alguns casos, no entanto, estas podem atuar estimulando a hiperalgesia 

e podendo participar no desenvolvimento de danos neuronais, contribuindo para o sintoma 

descrito como alodinia. Na alodinia (“allo” = diferente), a dor percebida é diferente da 

esperada pelo tipo de estímulo aplicado (o toque, por exemplo, pode produzir uma intensa 

dor de picada). Em contraste, na hiperalgesia, a "qualidade" percebida da dor induzida pelo 

estímulo desencadeante (por exemplo, mecânico ou térmico) pode ser percebida com uma 

intensidade bem acima do normal (Verri et al., 2007). 

A interleucina 1 (IL-1) é um mediador crucial da resposta inflamatória, desempenhando 

um papel importante nas respostas naturais do organismo e no desenvolvimento de condições 

patológicas agudas que levam à inflamação crônica e à destruição tecidual (Oliviero et al., 



15 

2019). Existem duas formas desta citocina pró-inflamatória prototípica, IL-1α e IL-1β, e, na 

maioria dos estudos (Capecchi et al., 2018), as suas atividades biológicas são indistinguíveis 

e desempenham um papel importante na regulação imunitária e processos inflamatórios, 

induzindo a expressão de muitas proteínas efetoras,  citocinas/quimiocinas, óxido nítrico 

sintetase e metaloproteinases de matriz (MMPs). A atividade excessiva e/ou desregulada 

desses mediadores está associada à destruição tecidual e, portanto, a síntese, secreção e 

atividade biológica de citocinas IL-1 foram identificadas como alvos terapêuticos para 

distúrbios inflamatórios comuns, como artrite reumatoide e periodontite (Felix et al., 2018).  

A citocina IL-1β é tida como um dos principais mediadores da mediadores do 

processo inflamatório, sendo capaz de ativar a expressão de NF-κB assim como desempenha 

um papel na síntese de outros mediadores inflamatórios, incluindo iNOS e COX-2, além de 

hiper-regular sua produção própria. A regulação positiva de COX-2 e iNOS, além de 

estimular a síntese de NO e PGE2, pode, via estimulação com NFκB, aumentar a expressão 

de citocinas, resultando na ativação de processos de dor periférica e central. Todos esses 

mediadores inflamatórios parecem estar interligados, cada substância sendo capaz de 

estimular a expressão de outros mediadores, culminando finalmente em cascata inflamatória 

(Singh et al., 2019). 

Os sinais cardinais de inflamação incluem: o local da lesão quente, pelo aumento do 

fluxo sanguíneo em direção à região, vermelhidão e inchaço, pelo aumento da 

permeabilidade vascular, dor, pela ativação e sensibilização dos nociceptores periféricos e 

perda da função, temporária ou duradoura. 

 

1.2 DOR 

 

A dor é uma resposta protetora do corpo a um estímulo potencialmente nocivo, mas 

também é um sintoma importante em um grande número de condições patológicas como, por 

exemplo, doenças inflamatórias, câncer e doenças degenerativas, representando um problema 

médico muito significativo e com alto custo social (Phillips, 2006).  

A Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP,2020) endossa a definição de 

dor como: " Uma experiência sensitiva e emocional desagradável associada a, ou semelhante 

àquela associada a, dano real ou potencial ao tecido" (Raja et al., 2020) . Em condições 

fisiológicas, o papel protetor da dor, busca limitar e/ou evitar danos teciduais, cumprindo 

assim uma função defensiva vital essencial (Fornasari, 2014).  
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Tradicionalmente, a dor pode ser elencada de acordo com seu tipo (nociceptivo, 

neuropático, idiopático ou neurogênico), sua duração (aguda ou persistente/crônica) e/ou sua 

severidade (leve, moderada ou grave). Ademais, em alguns pacientes, diferentes tipos de dor 

com intensidades distintas podem coexistir dificultando assim o diagnóstico e o tratamento 

(Phillips, 2006).  

É importante notar que a dor pode apresentar diferentes facetas. No tecido saudável, a 

dor é provocada por estímulos que danificam ou possuem o potencial de danificar os tecidos 

(estímulos nocivos) (Schaible et al., 2011). 

Essa "dor nociceptiva fisiológica" é uma resposta de alerta tida como absolutamente 

essencial para a sobrevivência, uma vez que sua função é a de que o organismo evite o 

estímulo a fim de restaurar a homeostase, como por exemplo a dor causada pelo fogo que 

estimula o reflexo de retirada. Em contrapartida, há a dor provocada pela inflamação ou lesão 

de um órgão é denominada "dor nociceptiva fisiopatológica". Essa dor é tipicamente 

observada mesmo na presença de estímulos que normalmente são inócuos e não dolorosos, 

fenômeno este conhecido como alodinia (ocorrência de dor por estímulo inócuo). Associada a 

alodinia dá-se a hiperalgesia (resposta dolorosa exacerbada durante a aplicação de estímulos 

dolorosos) e/ou a dor em repouso (na ausência de qualquer estímulo intencional). A dor 

nociceptiva fisiopatológica resulta da sensibilização do sistema doloroso (Schaible et al., 

2011). 

A dor não pode ser facilmente mensurada, uma vez que é uma experiência subjetiva 

que carece de consciência, sendo resultado de uma complexa interação entre sistemas de 

sinalização, modulação dos centros superiores e a percepção única do indivíduo (Steeds, 

2016). A nocicepção é o processo fisiológico de ativação das vias neurais - através do trato 

espinotalâmico, do tálamo e, finalmente, de diferentes áreas do neocórtex - por estímulos que 

são potenciais ou prejudiciais aos tecidos (Steeds, 2016).  

A codificação inicial de estímulos nocivos (químicos, mecânicos e/ou termais) é 

realizada por um grande grupo de neurônios sensoriais primários especializados, os 

nociceptores, que transmitem informações sobre esses estímulos para a medula espinhal ou 

tronco cerebral (Cook et al., 2018). Neste processo, estímulos mecânicos, térmicos ou 

químicos são detectados por subpopulações de fibras nervosas periféricas chamadas de 

nociceptores (Basbaum et al., 2009). Os nociceptores são, portanto, as terminações nervosas 

livres das fibras aferentes encontradas em todo o corpo, capazes de detectar estímulos 

internos e externos. Eles são normalmente eletricamente silenciosos e transmitem potenciais 
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de ação somente quando estimulados adequadamente (Cook et al., 2018). As fibras sensoriais 

podem ser divididas em diferentes grupos por meio de sua estrutura anatômica, expressão 

característica de várias proteínas ou os receptores distintos em seus terminais (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

 
Figura 2: Classificação dos diferentes tipos de fibras aferentes. a) Nervos periféricos incluem fibras 
mielinizadas de diversos diâmetros bem como fibras aferentes amielínicas de pequeno diâmetro. b) o fato de que 
a velocidade de condução está diretamente relacionada ao diâmetro da fibra é destacada no composto registro 
do potencial de ação de um nervo periférico. A maioria dos nociceptores são fibras Aδ ou C e suas diferentes 
velocidades de condução (6–25 e ~ 1,0 m s – 1, respectivamente) relacionam-se com a primeira (rápida) e com a 
segunda (lenta) resposta de dor à lesão (Julius and Basbaum, 2001). 

Tem-se assumido que nociceptores em fibras Aδ e C medeiam a "primeira" e "segunda" 

dor, respectivamente, ou seja, a dor rápida, de alerta e aguda, e a dor mais tardia, mais difusa 

e crônica evocada por estímulos nocivos (Steeds, 2016). Estudos eletrofisiológicos têm 

subdividido nociceptores Aδ em duas classes principais: os nociceptores do Tipo I e Tipo II.  

Os nociceptores mecânicos de alto limiar do tipo I, respondem a estímulos mecânicos e 

químicos, apresentando limiar para o calor relativamente alto (> 50 °C). Contudo, se o 

estímulo de calor é mantido, estes aferentes respondem a temperaturas mais baixas, por 

sensibilizarem (ou seja, o limiar térmico e/ou mecânico diminui) em decorrência da lesão. Os 

nociceptores Tipo II não são sensibilizados pelo calor intenso reagindo apenas a calor 

moderado (em torno de 43º), mas um patamar muito elevado para estímulos mecânicos. A 

atividade desses aferentes do tipo I responsáveis é responsável pela "primeira" resposta ao 

calor nocivo enquanto os nociceptores tipo II medeiam provavelmente a “primeira” dor 
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provocada por picada de agulha e outros estímulos mecânicos intensos (Julius and Basbaum, 

2001; Steeds, 2016; Yong et al., 2017) 

As fibras C são heterogêneas sendo a maioria polimodais, isto é, elas incluem uma 

população sensível a estímulos térmicos e mecânicos sendo provavelmente acionadas quando 

as propriedades do meio químico se alteram na inflamação (Johanek et al., 2008). A outra 

população constituinte das fibras C responde ao calor, mas são mecanicamente insensíveis, 

(os chamados nociceptores silenciosos), estes desenvolvem sensibilidade mecânica apenas na 

região da lesão, além de serem mais sensíveis a estímulos químicos (capsaicina ou 

histamina). Subconjuntos destes aferentes também são sensíveis a uma variedade de 

substâncias pruritogênicas. É interessante notar que nem todas as fibras C são nociceptoras. 

Alguns respondem ao resfriamento, e uma população particularmente interessante que 

respondem ao toque na pele, mas não ao calor ou a estimulação química, estas parecem 

mediar o toque agradável (Basbaum et al., 2009). 

Os nociceptores permanecem silenciosos durante a homeostase e são ativados quando 

existe um potencial de estímulo nocivo. A percepção de uma série de eventos sensoriais é 

necessária para o cérebro detectar a dor e produzir uma resposta à ameaça. Geralmente, há 

três estágios principais na percepção da dor: o primeiro é a sensibilidade à dor, seguida pelo 

segundo, em que os sinais são transmitidos da periferia para o corno dorsal, localizado na 

medula espinal, através do sistema nervoso periférico (SNP). Por fim, o terceiro estágio 

compreende a transmissão dos sinais para o cérebro. Existem duas rotas para transmissões de 

sinal a serem conduzidas: as vias ascendentes e descendentes. O caminho ascendente 

transporta informações sensoriais do corpo através da medula espinhal em direção ao cérebro, 

enquanto o caminho descendente corresponde aos nervos que vão do cérebro para os órgãos 

através da medula espinal (Yam et al., 2018).  

A dor induzida pelo processo inflamatório é mediada por vias complexas que 

envolvem uma gama de mediadores inflamatórios, como os produtos da via ciclooxigenase 

(COX)-2, isto é, as prostaglandinas, além de citocinas inflamatórias, espécies reativas de 

oxigênio (EROs) e óxido nítrico (NO) (Singh et al., 2019). 

Esses mediadores atuam diretamente nos receptores neuronais, desencadeando 

mecanismos moleculares que facilitam a atividade elétrica da membrana neuronal. Embora 

existam alguns pontos obscuros a respeito dos mecanismos moleculares que resultam na 

sensibilização dos nociceptores, existe um consenso geral de que a estimulação do receptor 

acoplado à proteína G pelos mediadores inflamatórios ativa a enzima adenilato ciclase com 
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produção de AMPc. Esta substância, por sua vez, desencadeia a ativação de um grupo de 

proteínas cinases (PKA e PKC), que por sua vez levam à fosforilação dos canais iônicos na 

membrana. Como resultado, tem-se alterações na permeabilidade da membrana neuronal que 

levam à despolarização, ou seja, modificam as cargas iônicas da fibra nociceptiva em uma 

intensidade que ultrapassa o chamado limiar de ativação, facilitando a transmissão do 

estímulo ao longo de toda a extensão do neurônio nociceptivo. Isto é provavelmente o 

mecanismo periférico básico da hiperalgesia, quando uma estimulação térmica, mecânica ou 

química previamente leve ou ineficaz se torna dolorosa (Verri et al., 2007)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A dor inflamatória aguda é iniciada como uma resposta a estímulos nocivos que são 

normalmente mediados pelas fibras Aδ. A fim de auxiliar no processo inflamatório, 

leucócitos e plasma da corrente sanguínea são acumulados no local da lesão. No entanto, a 

inflamação prolongada, leva ao desenvolvimento da dor conhecida como dor inflamatória 

crônica, dura além do período esperado de cura, e é tipicamente mediada por fibras C 

Figura 3:Vias do mecanismo de sinalização dos neurotransmissores associados à dor e seus receptores 

cognatos envolvidos nos locais pré e pós-sinápticos para a transmissão da dor.   Ativação / 

aumento da produção   Inibe/diminui a produção             gerar/induzir (Yam et al.,2018) 
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(Headland and Norling, 2015). A dor inflamatória provoca o aumento de descargas aferentes 

no corno dorsal da medula espinal e leva ao desenvolvimento de sensibilização central. 

Existem também, alguns mediadores que podem ser produzidos no local do tecido lesionado, 

que incluem: 5-HT, cininas, histamina, fatores de crescimento de nervo (NGF), adenosina 

trifosfato (ATP), PG, glutamato, leucotrienos, NO e prótons (Kidd and Urban, 2001) (Figura 

3), sendo  produzidos a partir dos tecidos necróticos e responsáveis por interagir e ativar os 

nociceptores na área inflamada (Yam et al., 2018). 

O controle farmacológico periférico da hiperalgesia inflamatória é baseado em duas 

estratégias. A primeira, é a prevenção da sensibilização dos nociceptores, que pode ser 

alcançada com drogas anti-inflamatórias não esteroidais (AINEs) (tipo aspirina) que inibem a 

síntese de PG (Ferreira, 1972). A segunda estratégia é o bloqueio direto da sensibilização 

atual aos nociceptores, o que pode ser alcançado pelo uso de opioides periféricos, analgésicos 

e doadores de NO (Gilroy, 2005; Rezende et al., 2008; Cunha et al., 2010; Cury et al., 2011). 

Essas drogas são capazes de inibir a já estabelecida hiperalgesia induzida pela PGE2 (Gilroy, 

2005; Cunha et al., 2010; Cury et al., 2011). Além disso, vários estudos demonstraram que o 

mecanismo antinociceptivo dessas drogas depende da ativação da via do canal de potássio 

sensível à ATP-L-arginina/NO/guanosina 3, 5-cíclico monofosfato (cGMP)/proteína quinase 

G (PKG) (Déciga-Campos and López-Muñoz, 2004; Miclescu and Gordh, 2009; Mizokami et 

al., 2012; Abd-Elbaset et al., 2015; Mizokami et al., 2016).  

No entanto, o controle da dor inflamatória ainda é um grande desafio, devido aos 

efeitos colaterais deletérios atribuídos ao uso prolongado de AINEs e opioides, sua ineficácia 

em alguns casos e a diminuição da eficácia resultante do fenômeno de tolerância do 

organismo a droga utilizada (Staurengo-Ferrari et al., 2013). Por conseguinte, é necessária a 

descoberta de novos medicamentos com potente atividade anti-inflamatória e efeitos adversos 

mínimos. 

 

1.3 ÓXIDO NÍTRICO 

 

Dentre as moléculas que participam do processo inflamatório, o óxido nítrico (NO) 

pode desempenhar um papel regulador em praticamente todas as fases do desenvolvimento 

da inflamação. Sintetizado por um grande número de células, o NO participa da defesa do 

organismo contra microrganismos infecciosos, regula a atividade funcional, crescimento e 

morte de diversas células envolvidas no processo imune como mastócitos, células NK, 

linfócitos, atua na  regulação das propriedades pró-inflamação do endotélio e em os estágios 
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iniciais da transmigração de células inflamatórias para os locais de inflamação (Coleman, 

2001; Guzik et al., 2003). 

O NO é sintetizado a partir da L-arginina pela ação catalítica das diferentes isoformas 

das enzimas óxido nítrico sintase (NOS). A atividade catalítica da NOS gera NO e L-citrulina 

em concentrações equimolares. Existem de três isoformas diméricas da NOS que possuem 

cerca de 55% de homologia entre elas. Duas destas enzimas são expressas constitutivamente: 

a isoforma neuronal (nNOS ou Tipo I) e a isoforma endotelial (eNOS ou Tipo III), sendo que 

a correspondente designação reflete o tipo de célula em que estas enzimas foram 

originalmente identificadas. A terceira isoforma denominada de iNOS ou Tipo II , foi descrita 

originalmente em macrófagos e, diferentemente das outras duas, só é expressa após 

estimulação das células (Guzik et al., 2003).  

As enzimas NOS são funcionalmente “bimodais”, visto que combinam as atividades de 

oxigenase e redutase associadas a domínios estruturais distintos. O domínio da oxigenase 

contém heme, ao passo que o domínio da redutase liga-se ao cálcio-calmodulina, à FMN, à 

FAD e ao NADPH. Por analogia com o citocromo P450, acredita-se que as flavinas aceitam 

elétrons do NADPH e os transferem para o ferro hêmico que se liga ao O2 e catalisa a 

oxidação em etapas da L-arginina em NO e citrulina. As formas não acopladas da enzima 

transferem elétrons para outros substratos, como oxigênio molecular, resultando na síntese de 

ânion superóxido em vez de NO (Coleman, 2001). 

A atividade das isoformas constitutivas da NOS é controlada pelo cálcio-calmodulina 

intracelular. A isoforma neuronal (nNOS) é a forma predominante de NOS no corno dorsal e 

tem um papel definido nos circuitos da medula espinhal. A produção de óxido nítrico por 

nNOS no SNC requer o influxo de Ca2+ ocasionado pela ativação de receptores N-metil-D-

aspartato (NMDA). O principal receptor intracelular para NO é uma guanilil ciclase solúvel 

(GCs). A sua ativação pelo NO, resulta na conversão do trifosfato de guanosina no segundo 

mensageiro GMPc. A via de sinalização NO-GMPc está presente nos neurônios da medula 

espinhal e tem sido implicada na plasticidade sináptica, como a sensibilização central. A 

estimulação do GMPc é uma das inúmeras ações biológicas diretas do NO e a atividade dessa 

molécula de sinalização intracelular modula a atividade de muitos alvos celulares, incluindo 

proteína quinase dependente de GMPc (PKG), canais iônicos e fosfodiesterases. O NO pode 

desempenhar um papel nos mecanismos centrais envolvidos no desenvolvimento de 

fenômenos nociceptivos após inflamação periférica/lesão tecidual além disso, evidências 
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indiretas implicaram na participação de NO derivado de nNOS nas ações antinociceptivas 

periféricas de agonistas opioides (Cunha et al., 2010; Cury et al., 2011). 

Ao contrário dessas, à atividade da iNOS independe da [Ca2+]i. Apesar de conter um 

sítio de ligação para o cálcio-calmodulina, a afinidade muito elevada desse sítio pelo seu 

ligante permite que a iNOS seja ativada até mesmo quando há baixos valores de [Ca2+]i 

observados em condições basais. A indução dessa isoforma, ocorre então, por citocinas e/ou 

endotoxinas em uma variedade de células. Apesar de requerer algumas horas pra ser 

expressa, esta variante uma vez sintetizada, libera quantidades maiores de NO que as formas 

constitutivas e a produção deste continua indefinidamente até que a L-arginina ou cofatores 

necessários para sua síntese sejam depletados ou ocorra morte celular. Existe importantes 

diferenças na inductilidade da iNOS entre espécies, verificando-se indução menos rápida nas 

células humanas do que nas células de camundongos (Coleman, 2001). 

O NO é uma molécula mensageira que possui numerosos alvos moleculares 

participando de muitos processos fisiológicos. Ademais, apresenta diversas funções, podendo 

atuar na neurotransmissão, no controle do tônus vascular, na regulação da transcrição e 

tradução gênica e ainda pode manifestar-se como mediador químico na inflamação 

(Forstermann e Sessa, 2012).  Várias linhas de evidência indicaram que o NO desempenha 

um papel complexo e diversificado na modulação da dor podendo atuar tanto como um 

agente nociceptivo como analgésico (Coleman, 2001; Cury et al., 2011; Ding et al., 2017). 

O NO apresenta um papel dual no processamento nociceptivo, sendo capaz de atuar 

tanto como agente algésico como analgésico (Cury et al., 2011). Evidências consideráveis 

indicam que o NO desempenha um papel importante no processamento da transmissão 

nociceptiva, podendo contribuir para o desenvolvimento da sensibilização central (Cury et 

al., 2011; Alves et al., 2013). O aumento na liberação de neurotransmissor excitatório, como 

o glutamato, na medula espinhal após inflamação periférica e o aumento no influxo de Ca2+, 

resulta na produção de óxidos de nitrogênio (NOx) devido à ativação da NO sintase (Figura 

4). As espécies nitroxidativas podem aumentar diretamente a excitabilidade dos neurônios 

nociceptivos, resultar em um aumento da frequência e da amplitude dos potenciais de ação 

dos neurônios DRG (Grace et al., 2016). 
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Figura 4:Sugestão de vias de sinalização de NO e GMPc durante a sensibilização dolorosa. No corno 
dorsal da medula espinhal, o NO-GC é localizado em interneurônios inibitórios e em neurônios da lâmina I que 
expressam o receptor P projetando-se para áreas supra-espinhais do sistema nociceptivo. Durante a dor 
inflamatória e neuropática, a nNOS é ativada e regulada positivamente em interneurônios inibitórios e nos 
neurônios aferentes primários, respectivamente. O aumento da produção de NO leva à ativação de NO-GC e 
subsequente produção de GMPc em NO-GC-expressando neurônios. Em contraste com o NO-GC, a proteína 
quinase I dependente de GMPc (cGKI, uma isoforma) é expressa principalmente em neurônios aferentes 
primários. Linhas sólidas e tracejadas indicam interações diretas e indiretas, respectivamente(Schmidtko et al., 
2009). 

 

 A inflamação estimula a enzima iNOS que é responsável pelo excesso de produção 

de NO no local da inflamação (Ziskoven et al., 2011). Concomitante a formação de NO, as 

células inflamatórias infiltrantes também geram EROs e radicais livres, incluindo, ânion 

superóxido, peróxido de hidrogênio e oxigênio. O NO combinado com ânion superóxido 

gera o peroxinitrito, esta substância é tóxica e altamente reativa, sendo capaz de induzem 

diversos efeitos deletérios celular (Saeidnia and Abdollahi, 2013) (Figura 5). No entanto, 

estudos em animais sugeriram que outras vias também estão envolvidas na hiperalgesia 

induzida pelo NO(Mansouri et al., 2018). 
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O desenvolvimento de drogas anti-inflamatórias liberadoras de NO destacou os 

importantes benefícios terapêuticos da modulação das vias do NO (Florentino et al., 2017). A 

via da L-arginina/NO/GMPc tem sido associada com inúmeras funções, incluindo 

antinocicepção central e periférica (Duarte et al., 1992; Cury et al., 2011). O mecanismo 

molecular desse processo começa com a ativação da NOS, que produz o segundo mensageiro 

NO. Uma vez gerado, o NO ativa a enzima guanilato ciclase, que é diretamente responsável 

pelo aumento dos níveis intracelulares de GMPc. O aumento do GMPc, pode ativar diferentes 

tipos de canais de K+ em diferentes tipos de tecidos, incluindo canais de K+ sensíveis a ATP 

(K+ATP) (Cury et al., 2011). Evidências experimentais levaram a estabelecer uma ligação 

entre a via L-Arginina/NO/GMPc e K+ATP no modelo antinociceptivo, uma vez que o efeito 

antinociceptivo periférico de doadores de NO e análogos de GMPc exógenos foi antagonizado 

por bloqueadores de  canais K+ATP (Figura 6) (Miclescu and Gordh, 2009). De fato, a via 

NO/GMPc/K+ATP foi implicada no mecanismo molecular de várias drogas antinociceptivas, 

incluindo morfina (Ferreira et al., 1991), diclofenaco(Alves et al., 2004) e xilazina (Romero 

and Duarte, 2009; 2013). 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Cinética e efeitos do óxido nítrico produzido pelas diferentes isoformas da óxido nítrico 
sintase. Importância para a inflamação (Adaptado de Guzik et al.,2003) 
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Figura 6: Via do óxido nítrico/guanosina monofosfato ciclico e seus inibidores. A L-arginina  é 
metabolizada pela óxido nítrico sintase (NOS) resultando na formação de óxido nítrico (NO). NO ativa a guanilil 
ciclase solúvel (cGMP), que é catalizada pela guanosina trifosfato (GTP). No final da cascata a fosfatidilesterase 
tipo 5 hidrolase (5’-GMP) cGMP-especifica. (Adaptado de Miclescu e Gordh, (2009). 

 

1.4 MODELOS DE DOR INFLAMATÓRIA 

 

A dor é um grande problema de saúde pública que afeta a população em geral e 

ocasiona transtornos de cunho clínico, social e econômico, incitando gerações de profissionais 

de saúde em muitos continentes a tentarem proporcionar alívio e redução no sofrimento dos 

pacientes. O advento dos anestésicos e analgésicos modernos demonstrou que a dor pode ser 

atenuada, no entanto, nos últimos anos, aproximadamente nove em cada dez pacientes ainda 

sofrem níveis de dor que são considerados excessivos (Phillips, 2006). 

Estudos de dor usando humanos são desafiadores, fundamentalmente (e talvez 

inescapavelmente) subjetivos, e eticamente auto limitantes, e, portanto, modelos para o estudo 

da dor utilizando animais de laboratório são amplamente utilizados. A utilização desses 

modelos apresenta um papel essencial na ciência básica e no desenvolvimento de 

medicamentos analgésicos uma vez que fornecem maiores informações a nível molecular 

(Mogil, 2009). 

Na análise nociceptiva baseada em padrões de comportamento semelhantes à dor, um 

estímulo induz um comportamento declarado, tal como sacudida (flinch) ou lambida da pata e 

contorções abdominais sem outros estímulos externos mecânicos ou térmicos. Esse 

comportamento ocorre porque os estímulos nociceptivos ativam ou induzem a rápida 
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produção de mediadores endógenos que ativam os nociceptores periféricos e permitem avaliar 

os efeitos de potenciais analgésicos na sensação/transmissão de dor em modelos animais 

(Boyce-Rustay et al., 2010; Pavao-De-Souza et al., 2012). 

 

1.4.1 Testes de Contorção Abdominal 

 

Existem alguns comportamentos estereotipados obtidos através da administração 

intraperitoneal, em animais, de agentes urentes que irritam as membranas serosas provocando 

contrações abdominais, movimentos do corpo como um todo (particularmente das patas 

traseiras), torção dos músculos dorso abdominais e uma redução na atividade motora e 

incoordenação motora. Esses comportamentos reflexivos são considerados evidências 

indiretas de dor visceral e são mensuráveis, geralmente avaliando-se o número de ocorrências 

e/ou duração das mesmas por unidade de tempo após a administração do agente irritante (Bars 

et al., 2001). 

No modelo de contorções abdominais induzidas pelo ácido acético, foi demonstrado 

que citocinas, como a IL-1β e quimiocinas atuam em sinergia para induzir a resposta de 

contorções. A co-injeção destes mediadores (IL-1β e quimiocina) foi capaz de induzir as 

contorções enquanto a inibição de uma destas citocinas diminui a resposta de contorção 

induzida pelo ácido acético enfatizando a importância dessas citocinas neste processo. 

Todavia, a magnitude/número de contorções induzidas pela injeção de um pool de citocinas 

(TNF-α e IL-1β) e da quimiocina CXCL-1 é muito menor em comparação com a induzida no 

ácido acético (Ribeiro et al., 2000), sugerindo a participação de outras vias nociceptivas.  

Estudos sugerem que metabólitos da ação da ciclooxigenase (Sasaki et al., 2015) bem 

como os cisteinil-leucotrienos (Noguchi and Okubo, 2011) também contribuem para a 

nocicepção neste modelo. A resposta de contorções no modelo de ácido acético é reduzida 

pelo tratamento com opioides, inibidores da COX e uma variedade de produtos naturais 

(Valerio et al., 2007; Verri et al., 2008).  

O modelo de contorções abdominais induzidas pela fenil-p-benzoquinona (PBQ) 

apresenta perfil farmacológico semelhante a este, embora existam algumas diferenças nos 

mecanismos. Por exemplo, o modelo de PBQ depende das citocinas IL-18 e interferon (IFN)-

γ, e da endotelina-1, diferentemente do modelo do ácido acético (Verri et al., 2008). Em 

contrapartida, os modelos de contorções induzidas por ácido acético e o modelo de contorções 

abdominais induzidas pela fenil-p-benzoquinona compartilham similaridades nos 
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mecanismos, incluindo a participação de prostanoídes, IL-33, MAPKs espinais bem como 

mecanismos específicos como a participação da endotelina1 (Borghi et al., 2013). 

 

1.4.2 Carragenina 

 

A carragenina é um polissacarídeo natural derivado de algas vermelhas comestíveis 

das espécies Chondrus crispus encontradas principalmente na Irlanda e na Inglaterra (Necas 

and Bartosikova, 2013). A injeção de carragenina na pata traseira de roedores, é um modelo 

amplamente utilizado  para o estudo dos mecanismos inflamatórios e da dor associada a estes 

(Winter et al., 1962). A carragenina causa edema e hiperalgesia, que é definida como aumento 

da sensibilidade a estímulos nocivos. A administração intraplantar de diferentes doses de 

carragenina em ratos induziu uma resposta hiperalgésica típica, manifestada por uma redução 

no limiar nociceptivo medido pelo teste de pressão (Alves et al., 2013). 

Após a injeção de carragenina, ocorreu aumento nos níveis de IL-1β e IL-6, então o 

nível de PGE2 aumenta por estimulação de COX seguida de aumento da produção de IL-8, 

que estimula a liberação de aminas simpáticas. Esses mediadores inflamatórios produzidos 

após a administração de carragenina causa dor inflamatória e hiperalgesia por ação direta nos 

receptores presente em terminações periféricas de neurônios (Marius et al., 2018).  

A inflamação induzida por carragenina é descrita como um fenômeno bifásico, idade-

dependente, na qual vários mediadores operam em sequência para produzir a resposta 

inflamatória. Vários mediadores estão envolvidos neste processo. Dentro de uma hora após a 

injeção de carragenina, associado à liberação de histamina, serotonina e bradicinina, dá-se a 

fase inicial. A segunda fase, ocorre após 1 hora, é atribuída à superprodução de prostaglandina 

nos tecidos culminando no aumento da permeabilidade vascular. Esta também está associada 

à liberação de bradicininas, protease, enzimas lisossômicas e migração celular (Necas and 

Bartosikova, 2013; Singh and Kumar, 2014). O desenvolvimento de hiperalgesia secundária, 

seguida de alterações centrais, são causadas principalmente pela sensibilização dos 

nociceptores periféricos após injeção de carragenina. A sensibilização central que ocorre 

causa o desenvolvimento e manutenção da hiperalgesia (Marius et al., 2018). 

A carragenina estimula a formação de NO mediada por células polimorfonucleares e 

causa a liberação de muitas substâncias, como a bradicinina e a substância P (Déciga-Campos 

and López-Muñoz, 2004). Portanto, a administração de carragenina imita a inflamação 

concomitantemente com o aumento da formação de NO, o que contribuiria para lesão 
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tecidual, edema e hiperalgesia induzida por inflamação (Alves et al., 2013; Necas e 

Bartosikova, 2013). 

1.4.3 Formalina 

 

Quando injetada na superfície dorsal da pata traseira de roedores, uma solução de 

formalina 0,5 a 15% evoca comportamentos de dor quantificáveis, que incluem:  peso 

reduzido na pata estimulada, elevação da pata, lambedura, mordiscada, tremor ou mordida 

(Saddia and Abbott, 2000).  

Uma característica importante do teste da formalina em roedores é que os animais 

apresentam duas fases do comportamento nociceptivo que parecem envolver dois mecanismos 

distintos. A primeira fase inicia-se imediatamente após a injeção da formalina e dura entre 3 a 

5 min. Ela ocorre devido à estimulação química direta de nociceptores. Dados experimentais 

indicam que a formalina age, predominantemente, nas fibras C, e não nas Aδ. 

Subsequentemente, há um período de 10 a 15 min quando os animais exibem poucos 

comportamentos relacionados a dor. A segunda fase começa, aproximadamente, entre 15 a 20 

minutos após a injeção de formalina e dura de 2 a 20 minutos (Tjolsen et al., 1992). 

Com relação aos mecanismos responsáveis pelas fases do teste da formalina, tem sido 

sugerido que a primeira fase é decorrente da estimulação direta de nociceptores e que a 

segunda fase poderia ser causada por impulsos aferentes, provocados por inflamação local 

(Hunskaar and Hole, 1987). Tem sido proposto que a atividade neural gerada em resposta a 

formalina durante a primeira fase é capaz de gerar modificações no sistema nervoso central, 

que por conseguinte influencia o processamento do estímulo nociceptivo durante a fase tardia 

(Coderre and Melzack, 1992). 

Os AINEs, como a indometacina, reduzem o comportamento nociceptivo durante a 

segunda fase, enquanto a primeira fase parece inalterada (Saddia e Abbott, 2000). Esta falta 

de efeito na fase inicial persistiu mesmo quando uma concentração muito baixa de formalina 

foi usada, sugerindo que as duas fases são qualitativamente diferentes. Resultados 

experimentais indicaram que a substância P e a bradicinina participam na fase inicial, 

enquanto a 5-HT, as PG e a bradicinina estão envolvidas na fase tardia (Wheeler-Aceto et al., 

1990). Tem sido proposto que os aminoácidos excitatórios (Fisher and Coderre, 1996), assim 

como a substância P (Zhang et al., 1994), contribuiriam para o desenvolvimento do processo 

de sensibilização central e nocicepção persistente em resposta à injeção subcutânea de 

formalina na pata (Fisher e Coderre, 1996). 
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1.4.4 Adjuvante Completo de Freund 

 

Os adjuvantes são substâncias distintas dos antígenos, capazes de potencializar a 

ativação de linfócitos T e promover o acúmulo de células apresentadoras de antígeno em um 

local onde houver exposição a um antígeno, podendo prolongar a resposta imunológica (Mota 

et al., 2006). 

 Constituído por emulsões de água em óleo mineral com adição de micobactérias 

mortas pelo calor, o adjuvante completo de Freund (CFA), foi descoberto em 1937.  Ele  é um 

dos mais potentes adjuvantes, usado extensivamente em procedimentos experimentais com 

animais de laboratório, sendo um componente insubstituível de inúmeros protocolos de 

indução de doença autoimune como encefalomielite (EAE), neurite (EAN), uveíte (EAU), 

tireoidite (EAT) e orquite (Billiau and Matthys, 2001; Mota et al., 2006).  

O óleo utilizado na formulação do CFA tem uma importância para a atividade 

biológica observada. Sua participação é descrita nos mecanismos de ação a seguir: (1) 

estabelece um depósito de antígenos com liberação lenta; (2) fornece um veículo para o 

transporte de antígenos por todo o sistema linfático para células efetoras imunológicas; (3) 

interage com células apresentadoras de antígenos, incluindo fagócitos, macrófagos e células 

dendríticas (Billiau and Matthys, 2001; Stills, 2005). 

Após a administração subcutânea de CFA, uma reação inflamatória forte e duradoura 

aparece no local da injeção e nos linfonodos de drenagem. Em alguns casos, esta inflamação 

pode ser excessivamente dolorosa para o animal, dependendo da evolução, do tempo e local 

da injeção. Muitas vezes as lesões podem evoluir para úlceras (Fehrenbacher et al., 2012). 

A indução precoce de citocinas é provavelmente desencadeada, em grande parte, pelo 

adjuvante. Sabe-se que os componentes micobacterianos são capazes de induzir a produção de 

citocinas pró-inflamatórias (Billiau e Matthys, 2001). Associada a produção de citocinas, a 

hiperalgesia mecânica está relacionada com a ativação e aumento da expressão do canal 

receptor de potencial  transitório  vaniloíde - TRPV1 em neurônios do DRG observado após a 

administração de CFA em ratos (Yu et al., 2008). 

 

1.5 HYPERICUM PERFORATUM 

 

Hypericum perforatum (H. perforatum), comumente conhecido como Erva de São 

João, é uma pequena planta daninha que pode ser encontrada na Europa, Ásia e América 

(Wise et al., 2018). HP é um membro da Família Guttiferae com cerca de 400 espécies 
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conhecidas de Hypericum na Europa e é uma das mais antigas plantas medicinais com uma 

história de mais de 2000 anos. Ela cresce em locais ensolarados, com solo calcário bem 

drenado e atinge uma altura de 50 a 100 cm (Raak et al., 2018). O nome “Hipericum” foi 

dado pelos gregos às plantas colocada sobre figuras religiosas a fim de afastar espíritos 

malignos (“Hyper” que significa acima e “erikum” que indica imagem (Ernst, 2003). No 

entanto, há relatos que indicam seu uso pelos gregos antigos para tratar distúrbios mentais que 

eles acreditavam envolver possessão demoníaca (Belwal et al., 2019). Apresenta flores em 

forma de estrela amarelas, muitas vezes agrupadas em trio, tem cinco pétalas e as folhas 

contêm pequenas glândulas de óleo transparentes que se assemelham a perfurações (Raak et 

al., 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As flores de Hp (Figura 7) são usadas para produzir óleos que podem ser utilizados 

para o tratamento de inflamações tópicas (Sosa et al., 2007). Diversos estudos demonstram a 

existência de atividade anti-inflamatória em extratos de várias espécies de Hypericum 

administradas em modelos animais diversos. Evidencias disso foram demonstradas por 

Menegazzi e colaboradores ao observarem o efeito anti-inflamatório do extrato de H. 

perforatum administrados em camundongos submetidos a injúria pulmonar induzida por 

carragenina (Menegazzi et al., 2006); diminuição do tempo de inflamação e aumento da 

síntese de colágeno em modelos de feridas por excisão e incisão em ratos diabéticos e 

saudáveis (Altiparmak and Eskitascioglu, 2018; Altıparmak et al., 2019); redução da 

inflamação e estresse oxidativo em camundongos submetidos a lesão hepática induzida por 

paracetamol (Hohmann et al., 2015); além de efeitos anti-inflamatório observados em 

linhagem de macrófagos provenientes de camundongo RAW 264,7(Hammer, 2008), dentre 

Figura 7: Hypericum perforatum (Alves et al., 2014.). 
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outros.  Estudos demonstram que a pseudo-hipericina apresenta um potencial anti-

inflamatório, enquanto a hipericina pode estar associada ao efeito analgésico em 

camundongos (Huang et al., 

2012).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Existem dois mecanismos prováveis de ação anti-inflamatória do H. perforatum. Um 

deles é sua possível capacidade de desregular a expressão de genes pró-inflamatórios, como 

Figura 8:  Compostos bioativos detectados em Hypericum perforatum : (A) derivados de floroglucinol, (B) 
derivados de naftodiantrona, (C) derivados de flavonóides (D) derivados de fenilpropanóides e outros compostos 
fenólicos simples e (E) derivados de xantonas (Belwal et al., 2019). 
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ciclo-oxigenase-2, interleucina-6 e óxido nítrico sintase indutível (iNOS), que desempenham 

papéis importantes na inflamação crônica (Tedeschi et al., 2003). Outro mecanismo possível 

pode ser a inibição da síntese de prostaglandinas (PG) por compostos como a pseudo-

hipericina e hiperforina (Hammer et al., 2007).No entanto, um consenso não foi alcançado 

nem sobre os mecanismos moleculares nem sobre a rede de alvos moleculares envolvidos na 

atividade anti-inflamatória (Dellafiora et al., 2018).  

O extrato de H. perforatum inclui um mix de substâncias fitoquímicas complexas e os 

componentes farmacologicamente relevantes ainda carecem de um perfil molecular e uma 

caracterização adequadas (Figura 8) (Alves et al., 2014.). 

Diversos metabólitos biologicamente ativos podem ser isolados do extrato de H. 

perforatum , incluindo antraquinonas/naftodiantronas (principalmente hipericina e pseudo-

hipericina), derivados de floroglucinol (hiperforina e ad-hiperforina), flavonoides (como 

rutina, quercetina, quercitrina, isoquercitrina, luteolina miricetina e canferol), biflavonas 

(I3,II8-biapigenina e amentoflavona), xantonas e óleos voláteis. Além de alguns 

aminoácidos, vitamina C, cumarinas, taninos e carotenoides (Radun, 2017). Essa composição 

tão heterogênea possibilita um amplo espectro de bioatividades atribuído ao extrato. 

Além do conhecido efeito antidepressivo do extrato de H. perforatum , seus 

componentes têm forte atividade antioxidante in vitro (Hammer, 2008) e in vivo (Belwal et 

al., 2019). O HPE contém flavonóides que possuem a atividade de sequestro de radicais 

livres bem estabelecida, como rutina, quercetina e quercitrina. A atividade antioxidante foi 

demonstrada em  modelo de roedor, a inflamação induzida por injuria do nervo ciático, no 

qual danos apoptóticos e oxidativos ao músculo, sangue e cérebro foram reduzidos pela 

administração do extrato de H. perforatum (Uslusoy et al., 2019). Singh e colaboradores 

(2002) demonstraram, em um modelo de camundongo de síndrome de fadiga crônica devido 

à natação forçada, que o HPE reduziu a peroxidação lipídica e restaurou os níveis diminuídos 

de GSH (Singh et al., 2002). Além disso, o HPE atua como um agente protetor em neurônios 

para o estresse oxidativo induzido pelo peróxido de hidrogênio in vitro (Lu et al., 2004).  

A administração de extrato de H. perforatum pode amenizar sintomas resultantes da 

patologia do disco vertebral bem como da dor associada causada por nervo comprimido e 

irritado (Raak et al., 2018). O efeito analgésico do HPE também pôde ser observado em 

vários estudos, entre outros, na dor neuropática (Galeotti and Ghelardini, 2013; Uslusoy et 

al., 2019), após a reconstrução dos ligamentos do joelho (Belwal et al., 2019) ou após a 

extração dentária (Raak et al., 2018). 
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Devido à atividade antimicrobiana atribuída à erva de São João, esta é considerada um 

remédio tradicional bem conhecido contra feridas infectadas e lesões de pele. Avato e 

colaboradores (2004) demonstraram a  atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-

positivas (Avato et al., 2004). Por outro lado, na medicina tradicional, extrato de H. 

perforatum  é usado no tratamento de  gastrite, úlceras, várias doenças de pele, como: lesões 

dérmicas, queimaduras e tratamentos de escaras, e depressões de tipo moderado (Altıparmak 

et al., 2019).  

O extrato de H. perforatum possui propriedades anti-inflamatórias em uma variedade 

de sistemas in vivo. As enzimas COX metabolizam o ácido araquidônico em eicosanóides. Os 

produtos do metabolismo da COX-2 do ácido araquidônico são os prostanóides, dos quais a 

prostaglandina E2 (PGE2) é importante na mediação da dor, inflamação e edema (Pinho-

Ribeiro et al., 2017). Raso e colaboradores demonstraram que 100 mg/kg por gavagem de 

extrato seco de raiz de Hp, duas vezes por dia, inibiu os níveis de proteína COX-2 e reduziu o 

edema de pata induzido por carragenina em camundongos (Raso et al., 2002). Camundongos 

alimentados com 50-300 mg/kg de Hp por gavagem mostraram uma redução do edema de 

pata induzido por carragenina de forma dose dependente (Abdel-Salam, 2005). Além disso, o 

extrato de Hp foi capaz de reduzir a infiltração inflamatória e leucocitária estimulada pela 

carragenina e prostaglandina E1 em ratos Wistar (Hammer et al., 2007). 

O extrato de H. perforatum (300 mg/kg, i.p.) inibe a letalidade e a hepatotoxicidade 

induzidas pelo paracetamol. Os mecanismos envolvidos no efeito de HPE incluem a inibição 

da produção de citocinas, recrutamento de neutrófilos e depleção de GSH e capacidade 

antioxidante no fígado induzida por paracetamol (Hohmann et al., 2015). 

Apesar dos estudos elucidarem as propriedades antioxidantes, analgésicas e anti-

inflamatórias, a compreensão dos mecanismos subjacentes de ação ainda é incompleta e mais 

investigações são necessárias para um projeto mais racional e/ou uso de intervenções 

farmacológicas à base de Hp (Dellafiora et al., 2018). 

O estudo e consequente utilização de compostos fitoterápicos no tratamento de 

diversas doenças é relevante uma vez que problemas como tolerância e toxicidade podem 

estar presentes ao fazer uso dos medicamentos utilizados pela medicina tradicional. A maioria 

dos estudos clínicos mostra que o HP é relativamente seguro, especialmente em dosagens 

terapêuticas. No entanto, altas dosagens podem levar à fototoxicidade em indivíduos 

suscetíveis. Essa fototoxicidade está relaciona a hipericina, que exposta a luz é capaz de 

induzir a produção de EROs, porém para que este efeito ocorra a dose precisa ser 30x maiores 

que a recomendada. Além disso, o HPE interage com diversas enzimas relacionadas com a 
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metabolização e excreção de drogas. Portanto, a toxicidade do HPE geralmente está 

relacionada com o uso concomitante de outros medicamentos especialmente drogas que 

afetam a função das enzimas hepáticas e intestinais (Turolla and Nascimento, 2006; Klemow 

et al., 2011).   

Teixeira e colaboradores (2009) a partir da administração oral do extrato de 

Hypericum perforatum nas doses de 300 a 1000mg, observaram que  o tratamento não 

resultou em alteração nos parâmetros de toxicidade hepática (AST e ALT) nos parâmetros de 

lesão renal (ureia e creatinina)  bem como não induziu alterações histopatológicas em ratos 

após o tratamento por 30 dias (Teixeira et al., 2009). 

Estes e os demais estudos apresentados sugerem que a utilização do extrato de H. 

perforatum  pode resultar em efeitos benéficos no tratamento de diversas patológicas com 

efeitos colaterais como toxicidade reduzidos. 
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2. OBJETIVOS 

 

  2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar a atividade analgésica do extrato de Hypericum, extraído de Hypericum 

perforatum (L.), em diferentes modelos de dor inflamatória, bem como elucidar seu(s) 

mecanismo(s) de ação. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

2.2.1   Avaliar o efeito analgésico de HPE em diferentes modelos de inflamação e dose-

dependência; 

 

2.2.2 Avaliar o efeito analgésico do pré-tratamento com HPE em modelos 

experimentais através de diferentes estímulos nociceptivos (ácido acético, PBQ, 

carragenina, formalina, CFA); 

 

2.2.3 Investigar se HPE inibe a hiperalgesia mecânica induzida em modelos de dor 

inflamatória aguda (carragenina) e prolongada (CFA); 

2.2.4 Aferir se o possível efeito analgésico de HPE estaria relacionado à inibição da 

produção da citocina pró-hiperalgésica IL-1β; 

2.2.5 Verificar a participação da via NO/GMPc/PKG/K+ATPase no efeito analgésico 

de HPE.
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3. MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1 ANIMAIS. 
 

Foram utilizados neste estudo camundongos Swiss machos (25−30 g, n=6), obtidos 

do biotério central da Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Paraná, Brasil. Os 

animais foram alojados em gaiolas de acrílico transparente com acesso livre a alimento e 

água, com um ciclo claro/escuro de 12/12 h, a 21oC. Todos os testes comportamentais foram 

realizados entre as 9 horas e 17 horas em uma sala com temperatura controlada. Os 

procedimentos de cuidados e manuseio dos animais estavam de acordo com as diretrizes da 

Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP) e aprovados pelo Comitê de Ética da 

Universidade Estadual de Londrina (processo número 510/2012). Todos os esforços foram 

feitos para minimizar o número de animais usados e seu sofrimento. 

 

3.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS GERAIS 

 
Os animais receberam tratamento oral (30, 100 e 300 mg/kg) com HPE ou 

indometacina, um inibidor de COX não-seletivo (5 mg/kg, intraperitoneal [i.p.]) ou veículo 

(Tween 80, 5% em salina) 60 min antes do estímulo inflamatório, como indicado. As doses 

de estímulos inflamatórios foram determinadas em estudos anteriores em nosso laboratório 

(Staurengo-Ferrari et al., 2013; Staurengo-Ferrari et al., 2014; Pinho-Ribeiro et al., 2016). A 

avaliação das contorções abdominais foi realizada durante 20 minutos após administração 

i.p. de ácido acético (0,8%) ou fenil-p-benzoquinona (1,890 μg/kg). O tremor da pata e o 

tempo de lambida são respostas nociceptivas e foram quantificadas durante 30 minutos após 

a injeção intraplantar (i.pl.) de formalina 1,5% (25 μl/pata) ou CFA (10 μl/pata). A 

hiperalgesia mecânica foi avaliada em 1 e 5 horas após a administração da carragenina (300 

μg/pata) ou 1 a 7 dias após o estímulo induzido por CFA (10 μl/pata). A produção de IL-1β 

foi avaliada 3 horas após a injeção de carragenina (300 μg/pata) ou estímulo com CFA. 

Além disso, para abordar o envolvimento da via do NO−GMPc−PKG/canais de K+ sensíveis 

ao ATP, foram utilizados os inibidores farmacológicos L-NAME (inibidor inespecífico da 

NOS), ODQ (inibidores seletivo da guanilato ciclase), KT5823 (inibidor da proteína cinase 

dependente de cGMP ) e glibenclamida (inibidor seletivo dos canais de K+ sensível a ATP). 

As análises foram realizadas às cegas por experimentadores treinados. 
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3.3 DROGAS UTILIZADAS 

 

Os compostos utilizados neste estudo foram: salina (NaCl 0,9 %; Fresenius Kabi 

Brasil Ltda. Aquiraz , CE, Brasil), dimetilsulfóxido (DMSO) , adjuvante completo de 

Freund (CFA), glibenclamida e fenil-p-benzoquinona (PBQ; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

EUA), carragenina (Cg; Santa Cruz Biotecnologia, Santa Cruz, CA, EUA), ácido acético 

(Mallinckrodt Baker, SA, Cidade do México, México), formalina (Merck, Darmstadt, 

Alemanha), KT5823 (Calbiochem , San Diego, CA, EUA), 1H-(1,2,4) - oxadiazolol - (4,3-

a) - quinoxalin-1-um (ODQ) de Tocris Cookson (Baldwin, MO, EUA), L-NAME (Research 

Biochemicals, Natick, MA, EUA), indometacina da Prodome (Campinas, SP, Brasil) e 

Hypericum perforatum (Iperisan ® de Marjan Farma, Santo Amaro, BR). A caracterização 

do extrato utilizado no presente estudo demonstrou a presença dos compostos bioativos 

quercetina, rutina, hipericina, pseudo-hipericina e hiperforina e foi descrita em maiores 

detalhes em trabalho prévio de nosso laboratório (Hohmann et al., 2015). 

 

3.4 TESTES DE COMPORTAMENTOS DE DOR EXPLÍCITA: TESTES DE CONTORÇÃO 

ABDOMINAL. 

 

Os modelos de contorções induzidas por fenil-p-benzoquinona (PBQ)  e por ácido 

acético foram realizados como descrito (Collier et al., 1968; Verri et al., 2008; Pavao-De-

Souza et al., 2012). Brevemente, a resposta nociceptiva foi induzida pela injeção 

intraperitoneal de ácido acético (0. 8% v/v, diluída em solução salina, 10 ml/kg), PBQ 

(diluído em DMSO a 2%/soro fisiológico, 1890 μg/kg) ou veículo, injetado nas cavidades 

peritoneais de camundongos pré-tratados com HPE (30-300 mg/kg, p.o., 60 minutos). Cada 

animal foi colocado em um grande cilindro de vidro, e a intensidade do comportamento 

nociceptivo foi quantificada pela contagem do número total de contorções que ocorrem 

entre 0 e 20 minutos após a injeção do estímulo (Figura 9).  
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Figura 9: Esquemático experimental teste de contorção abdominal induzidas por PBQ e ácido acético. Em 
amarelo, animais tratados com HPE (30,100 ou 300 mg/kg – 150ul v.o.); em azul, animais tratados com Indometacina 
(5mg/kg  i.p) e em verde, animais aos quais foram administrado o veículo (Tween 80 20% salina). Todos os animais tratados 
foram divididos em 3 grupos (n=6) aos quais foram administrados os estímulos PBQ, ácido acético ou veículo. O score de 
contorções abdominais foi avaliado durante 20 minutos após a injeção do estímulo. 

 

3.5 TESTES DA FORMALINA 

 

Este é um modelo mais específico do que o teste das contorções abdominais, e 

permite avaliar dois tipos distintos de dor: a dor de origem neurogênica (estimulação direta 

dos neurônios nociceptivos) e a de origem inflamatória, relacionada com a liberação de 

mediadores químicos da inflamação (Hunskaar and Hole, 1987).  

O teste da formalina foi executado conforme descrito anteriormente (Dubuisson  and 

Dennis, 1977). Os animais foram pré-tratados com HPE nas concentrações 300 mg/kg v.o. 

e, 60 minutos após, receberam 25μL de formalina a 1,5% ou salina na região subplantar das 

patas posteriores. Após a injeção de formalina, os animais foram colocados, 

individualmente, sob um funil de vidro o qual foi circundado por espelhos para facilitar a 

observação do comportamento. O tempo em que o animal permaneceu mordendo ou 

lambendo a pata injetada com formalina foi cronometrado, sendo este tempo considerado 

como indicativo de dor. Foi cronometrado inicialmente os primeiros 5 minutos após a 

injeção de formalina (período correspondente a dor neurogênica), aguardados 5 minutos, 

reiniciou-se a contagem por 15 minutos consecutivos do tempo de lambidas, que 

corresponde a dor inflamatória (Figura 10). Os resultados foram obtidos para as primeiras 

fases (0-5 min) e segunda (10-30 min). 
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Figura 10: Esquemático experimental teste da formalina. Em amarelo, animais tratados com HPE (300 mg/kg – 
150ul v.o.); em azul, animais tratados com Indometacina (5mg/kg i.p) e em verde, animais aos quais foram administrado o 
veículo (Tween 80 20% salina). Todos os animais tratados foram divididos em 3 grupos (n=6) aos quais foram administradas 
formalina ou veículo. Os scores de flinches foram avaliados durante a fase neurogênica e a fase neuropática. 

 

3.6 TESTE DE CFA 

 

A fim de se avaliar o comportamento da dor manifesta induzida por CFA, o número 

de flinches e tempo gasto a lamber a pata estimulada foram imediatamente determinados 

entre 0 e 30 minutos após a injeção intraplantar de 10 μl de CFA ou veículo. Os resultados 

foram expressos como o número total de flinches e lambidas observados em 30 

minutos (Staurengo-Ferrari et al., 2013) (Figura 11). 

 

Figura 11: Esquemático experimental utilizando CFA- Em amarelo, animais tratados com HPE (300 mg/kg – 150ul 
v.o.); em azul, animais tratados com Indometacina (5mg/kg i.p) e em verde, correspondente ao tratamento com o veículo 
(Tween 80 20% salina). Todos os animais tratados foram divididos em 3 grupos (n=6) aos quais foram administrados o 
estímulo CFA veículo. O score de flinches foi contabilizado durante 30 min após a administração do estímulo. 

 

3.7 HIPERALGESIA MECÂNICA - VON FREY ELETRÔNICO 

 

A hiperalgesia mecânica foi avaliada em camundongos, conforme relatado 

anteriormente (Vivancos et al., 2004). Resumidamente, em sala silenciosa, os animais foram 

colocados em gaiolas acrílicas (12 × 10 × 17 cm), com piso de grade de arame, 15 a 30 

minutos antes do início dos testes. O teste consistiu de evocar um reflexo de flexão da pata 
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traseira com a aplicação de uma determinada força, utilizando para isso um transdutor de 

pressão (analgesímetro eletrônico; Insight, Ribeirão Preto, SP, Brasil) adaptado com uma 

ponta de polipropileno 0,5mm2. O investigador foi treinado para aplicar a ponta 

perpendicularmente à área central da pata traseira com um aumento gradual da pressão. O 

ponto final foi caracterizado pela remoção da pata seguida por movimentos de flinching 

claros. Após a retirada da pata, a intensidade da pressão foi registrada automaticamente. O 

valor da resposta foi uma média de três medições.  

 

Figura 12: Esquemático experimental utilizando carragenina para avaliação da hiperalgesia mecânica - Em 
amarelo, animais tratados com HPE (30,100 ou 300 mg/kg – 150ul v.o.); em azul, animais tratados com Indometacina 
(5mg/kg i.p) e em verde, correspondente ao tratamento com o veículo (Tween 80 20% salina). Todos os animais tratados 
foram divididos em 2 grupos (n=6) aos quais foram administrados a carragenina ou seu veículo. A análise da hiperalgesia 
mecânica foi observada nos tempos 0,1,3 e 5 horas após o estímulo.   

 

A hiperalgesia mecânica estimulada pela administração de carragenina foi analisada 1, 

3 ou 5 horas após a carragenina (300 μg/ pata) (Figura12).  Além disso, a hiperalgesia 

mecânica induzida por CFA foi avaliada diariamente pelo teste von Frey eletrônico após o 

tratamento com HPE (300 mg/kg) por gavagem, iniciado no primeiro dia após o estímulo 

e, por 7 dias na mesma hora (Figura 13). Os animais foram submetidos a avaliação da 

hiperalgesia mecânica antes do pré tratamento e depois dos estímulos nos tempos 

determinados. Os resultados são expressos pelo delta (Δ) do limiar de retirada (em g) 

calculado pela subtração das medidas médias do tempo zero das medições médias. 
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Figura 13: Esquemático experimental utilizando CFA para avaliação da hiperalgesia mecânica - Em 
amarelo, animais tratados com HPE (300 mg/kg – 150ul v.o.); em azul, animais tratados com Indometacina (5mg/kg i.p) e 
em verde, correspondente ao tratamento com o veículo (Tween 80 20% salina). Após 60 mim foram estimulados com CFA 
(10μl intraplantar) ou veículo. A avaliação da hiperalgesia mecânica foi realizada no mesmo horário, durante 7 dias, 3 horas 
após o tratamento diário com HPE. 

 

A fim de avaliar a participação da via do NO/cGMP/PKG/ K+ATPase foi realizado 

pré-tratamento intraperitoneal de animais com L-NAME (30mg/kg i.p), ODQ (0,3 mg/kg 

i.p), KT5823(0,5,g/kg i.p) ou glibenclamida (0,3 mg/kg i.p) 60, 30, 5 e 45 minutos, 

respectivamente, antes do tratamento com HPE. A hiperalgesia mecânica foi avaliada 3 

horas após a injeção de estímulo inflamatório (carragenina - 300 μg/pata) (Figura14). 

 

Figura 14: Efeito da HPE na hiperalgesia mecânica induzida por carragenina; participação da via do 

NO/cGMP/PKG/K+ATPase  - Os animais (n=6) foram estimulados pré tratatados com inibidor inespecífico da NOS(L-
NAME), inibidores seletivo da guanilato ciclase (ODQ e KT5823) , inibidor seletivo dos canais de K+ sensível a ATP 
(glibenclamida) e indometacina.   Uma hora após o tratamento com HPE os animais foram estimulados com carragenina. A 
avaliação da hiperalgesia mecânica foi realizada após 3 horas a partir do estímulo. 

 

3.8 DOSAGEM DE CITOCINAS 

 



42 

Os camundongos foram tratados com veículo ou indometacina (5 mg/kg, i.p.) ou HPE 

(300 µg/kg, via oral [v.o.]) 30 minutos antes do estímulo da carragenina (300 pg/pata). Três 

horas após a injeção de carragenina ou CFA, os animais foram eutanasiados e os tecidos da 

pele foram removidos das patas injetada e de controle (veículo e naive). As amostras foram 

homogeneizadas em 500 μl de tampão contendo inibidores de protease, e o nível de IL-1β foi 

determinado como descrito previamente (Verri et al., 2010) por um ensaio imunoenzimático 

(ELISA). Os resultados foram expressos como picogramas (pg) de IL-1β/mg de tecido da 

pata. Como controle, as concentrações desta citocina foram determinadas em animais 

injetados com solução salina (Figura 15). 

Figura 15: Esquemático experimental dosagem de citocina IL-1β induzida por carragenina e CFA. Em 
amarelo, animais tratados com HPE (300 mg/kg – 150ul v.o.); em azul, animais tratados com Indometacina (5mg/kg  i.p) e 
em verde, animais aos quais foram administrado o veículo (Tween 80 20% salina). Todos os animais tratados foram 
divididos em 3 grupos (n=6) aos quais foram administrados os estímulos CFA, carragenina ou veículo. Amostras do tecido 
plantar foram coletadas3 horas após estímulo e níveis de IL-1β foram avaliados por ELISA.  

 

3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram apresentados como médias ± SEM de medições realizadas em seis 

animais em cada grupo experimental e são representativos de dois experimentos separados. 

Análise de variância de duas vias (ANOVA) foi usada para comparar os grupos e doses em 

todos os momentos (curvas) quando as respostas hiperalgésicas foram medidas em 

diferentes momentos após a administração ou aplicação dos estímulos. Os fatores analisados 

foram tratamento, tempo e interação tempo versus tratamento. Quando houve diferença em 

um dos pontos, ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey foi realizada. Por outro 

lado, quando as respostas hiperalgésicas foram mensuradas uma vez após a administração 

ou imposição dos estímulos, as diferenças entre as respostas foram avaliadas por ANOVA 

unidirecional seguida do teste de Tukey. Além disso, a análise estatística comparativa entre 

dois grupos foi realizada usando o teste t. As diferenças estatísticas foram consideradas 

significativas quando p <0,05. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO – ARTIGO CIENTÍFICO 

 

 
4.1 ARTIGO: HYPERICUM PERFORATUM REDUCES INFLAMMATORY PAIN IN 

MICE: EFFECT ON IL-1Β PRODUCTION AND INVOLVEMENT OF NO-CGMP-

PKG-KATP CHANNEL SIGNALING PATHWAY. 
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ABSTRACT 

 

Hypericum perforatum (HP) is the scientific name of the popular St. John's wort used especially 

in the treatment of moderate depression. Recently, the effect of HP has been demonstrated in 

painful conditions. Herein, we tested the analgesic effect of HP in several models of 

inflammatory pain. Mice received treatment with HP (30-300 mg/kg, po), or control anti-

inflammatory drug indomethacin (5 mg/kg, i.p.) or vehicle (20% tween 80 plus saline) prior the 

inflammatory stimuli injection. For acute spontaneous pain behavior, we used acetic acid- and 

PBQ-induced visceral pain (abdominal writhings), and formalin, and CFA-induced paw flinching 

and licking. By using an electronic version of von Frey filaments, we also investigated the effects 

of HP on mechanical hyperalgesia after carrageenin or CFA intraplantar injection. HP (300 

mg/kg, per oral) inhibited acute pain behaviors induced by all tested stimuli, including both 

phases of formalin test, suggesting a direct nociceptor modulatory effect of HP besides its anti-

inflammatory properties. In agreement, HP also reduced the increased sensivity to mechanical 

stimulus induced by carrageenin. The daily post treatment with HP over 7 days also reduced 

CFA-induced mechanical hyperalgesia. Mechanistically, the effects of HP involve the reduction 

of IL-1 production. HP also activated the analgesic cyclic GMP-PKG-ATP sensitive K+ 

channel signaling pathway to inhibit carrageenin-induced mechanical hyperalgesia. These results 

demonstrate the efficacy of HP as a new analgesic. 

 

Key words: Hypericum perforatum; inflammatory pain; IL-1; NO pathway
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INTRODUCTION 

 

Inflammatory pain is a common clinical symptom of inflammatory diseases characterized 

by hyperalgesia due to nociceptor activation and sensitization by inflammatory mediators, 

contributing, respectively, to spontaneous pain and localized pain hypersensitivity [1, 2].  It 

is well established that the factors (e.g. prostanoids and cytokines) released into the 

inflammatory site are responsible for the direct sensitization of nociceptors. It is also 

accepted that the release of directing-acting hyperalgesic mediators such as prostaglandins is 

preceded by release of a cascade of cytokines such as IL-1β [3-5]. Hence, the control of IL-

1β production/release could play an important role in the treatment of inflammatory pain in 

varied diseases [6-10]. 

Experimentally, the peripheral pharmacological control of inflammatory pain is relied on two 

main strategies. The first is the prevention of nociceptor sensitization, which can be achieved 

with non-steroidal anti-inflammatory drugs (aspirin and aspirin-like drugs) that inhibit 

prostaglandin synthesis and consequently, prevents nociceptor sensitization [11]. The second 

strategy is exemplified by some analgesic drugs, like opioids, NO donors, HNO donors and 

dipyrone, which are able to directly blockade of the current nociceptor sensitization [12-14]. 

Several studies support the hypothesis that their antinociceptive activities are due to activation 

of L-arginine/NO/guanosine 3,5-cyclicmonophosphate (cGMP)/protein -kinase G 

(PKG)/ATP-sensitive potassium channel pathway [12,15,18]. Notwithstanding, the control of 

inflammatory pain is still a challenge because the available drugs exert a wide range of side 

effects or even addition [16-17], therefore, the search for novel analgesic compounds to serve 

as therapeutic alternative is important. 

Natural compounds greatly provide new alternatives to improve the treatment of painful 

conditions due to their powerful activity in modulating neuronal activity. Notably, a 

considerable number of natural compounds are commercially available, and they are attractive 
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sources for developing analgesic agents, such as Hypericum perforatum (HP). HP is the 

scientific name of the popular St. John's wort (SJW), an herbaceous plant with yellow flowers, 

used especially in the treatment of moderate depression [26]. However, the properties of this 

plant are not restricted to their antidepressant activity, since numerous other effects have been 

described in the literature. HP can produce anxiolytic [20,21], antiviral [22] and antibacterial 

[23, 24] activities and when topically applied, improves wound healing [25]. Furthermore, in 

a model of carrageenin-induced lung inflammation in mice, the treatment with HP extract 

attenuates the lung neutrophils infiltration, the expression of TNF-α and ICAM-1, and NF-kB 

and STAT3 activation [26]. In agreement, in vitro experiments with human leukemia cell 

shows that the HP oil macerated inhibits NF-κB activity [27]. The effect of HP against acute 

thermal and chemical pain and the capability to relieve neuropathic pain in different animal 

models were described [28]. This analgesic activity appeared after oral administration of HP 

and it was related to the presence of hypericin, an active constituent of HP endowed with PCK 

blocking properties and antioxidants effects [29].  

Despite its well-known anti-inflammatory activity, the benefits of using HP to reduce 

inflammatory pain remain to be understood. In this study, we investigated the effects of HP 

treatment in different models of inflammatory pain and addressed its relationship with the 

production of inflammatory hyperalgesic mediator, IL-1β.  Our results suggest that HPE is a 

promising safe compound in the treatment of inflammatory pain and provide evidence that its 

mechanism of action include inhibition of IL-1β production and activation of 

NO/cGMP/PKG/ATP-sensitive potassium channels signaling pathway. 

 

2. Material and Methods: 

2.1 General Experimental Procedures. Mice received oral (30, 100, and 300 mg/kg) 

treatment with HP or a control drug indomethacin, a non-selective COX inhibitor (5 mg/kg, 
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i.p.) or vehicle (Tween 80 20% plus saline) 60 min before inflammatory stimulus as indicated.  

The doses of inflammatory stimuli were determined in previous studies in our laboratory [14, 

18, 30]. The writhing response was evaluated for 20 min after intraperitoneal (ip) injection of 

acetic acid (0.8%) or phenyl-p-benzoquinone (1890 μg/ kg). The paw flinching and licking 

nociceptive responses were quantified for 30 min after formalin 1.5% (25 μl/paw) or CFA (10 

μl/paw) intraplantar (ipl) injection. Mechanical hyperalgesia was evaluated 1−5 h after 

carrageenin (300 μg/paw) or 1-7 days after CFA (10 μl/ paw) stimulus. All inflammatory 

stimuli induced mechanical and thermal hyperalgesia only in the paw in which the stimulus 

was injected. IL-1β production was evaluated 3 h after carrageenin (300 μg/paw) or CFA 

injection. Furthermore, to address the involvement of NOS/GMPc/PGK/ATP-sensitive K+-

channel pathway, the specific pharmacological inhibitors L-NAME, ODQ, KT5823 and ATP-

sensitive K+-channel pathway were used. Experiments were blinded. 

 

2.2 Drugs. The compounds used in this study were saline (NaCl 0.9%; Fresenius Kabi Brasil 

Ltd.a. Aquiraz, CE, Brazil), dimethyl sulfoxide (DMSO), complete Freund’s adjuvant, 

glibenclamide and phenyl-p-benzoquinone (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 

carrageenin (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), acetic acid (Mallinckrodt 

Baker, S.A., Mexico City, Mexico), phenyl-p-benzoquinone (Sigma, St. Louis, MO), formalin 

(Merck, Darmstadt, Germany), KT5823 (Calbiochem, San Diego, CA, USA), 1H-(1,2,4)-

oxadiazolol-(4,3-a)- quinoxalin-1-one (ODQ) from Tocris Cookson (Baldwin, MO, USA), L-

NAME (Research Biochemicals, Natick, MA, USA), Hypericum perforatum (Iperisan® from 

Marjan Farma, Santo Amaro, BR) and indomethacin from Prodome (Campinas, SP, Brazil). 

 

2.3 Characterization of Hypericum perforatum (HP).  As we previously demonstrated [58], 

the extract used in the present study is a standardized commercial extract (Iperisan®, Marjan 
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Farm, Santo Amaro-SP, Brazil), which we analyzed by High Performance Liquid 

Chromatography (Shimadzu) equipped with a photodiode Array detector (SPD-M10Avp), 

multisolvent delivery system (LC-10Avp), oven control system (CTO-10ASvp) and 

controlled software Class VP 6.14 software. In the analyzed ethanol extract it was possible to 

identify reference compounds rutin, quercetin,  hypericin, pseudo-hypericin and hyperforin. 

 

2.4 Animals. Male Swiss mice (25−30 g), from the Universidade Estadual de Londrina, 

Londrina, Paraná, Brazil, were used in this study. Mice were housed in standard clear plastic 

cages with free access to food and water, with a light/dark cycle of 12:12 h, at 21 °C. All 

behavioral testing was performed between 9 A.M. and 5 P.M. in a temperature-controlled 

room. Animal care and handling procedures were in accordance with the International 

Association for Study of Pain (IASP) guidelines and approved by the Ethics Committee of the 

Universidade Estadual de Londrina (process number 510/2012). All the efforts have been 

made to minimize the number of animals used and their suffering. 

 

2.5 Overt pain-line behaviors tests: Writhing Response Tests. The phenyl-p-benzoquinone 

(PBQ) and acetic acid-induced writhing models were performed as previously described [31-

33]. In brief, PBQ (diluted in DMSO 2%/saline, 1890 μg/ kg), acetic acid (0.8% v/v, diluted 

in saline, 10 ml/ kg), or vehicle was injected into the peritoneal cavities of mice pre-treated 

with HP (30-300 mg/ kg, po, 60 min). Each animal was placed in a large glass cylinder, and 

the intensity of nociceptive behaviour was quantified by counting the total number of writhes 

occurring between 0 and 20 min after stimulus injection. The writhing response consisted of a 

contraction of the abdominal muscle together with a stretching of hind limbs. The intensity of 

the writhing response was expressed as the cumulative writhing score over 20 min. Different 
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individuals administered each test, prepared solutions to be injected, and performed the 

injections. 

 

2.6 Formalin Test. The number of paw flinches and time spent licking the paw were 

determined between 0 and 30 min after intraplantar injection of 25 μl of formalin 0.1% or 

vehicle, as previously described [34]. The period was divided in intervals of 5 min and clearly 

demonstrated the presence of the first and second phases, which are characteristic of the 

method [34]. The results were obtained for both the first (0-5 min) and second (10-30 min) 

phases. 

 

2.7 Complete Freund’s adjuvant Test.  To evaluate the CFA-induced overt pain-like 

behaviour, the number of paw flinches and time spent licking of the stimulated paw were 

immediately determined between 0 and 30 min after intraplantar injection of 10 μl of CFA or 

vehicle. Results were expressed as the total number of flinches and licks performed in 30 min 

[14]. In addition, the CFA-induced mechanical hyperalgesia was daily evaluated by electronic 

pressure meter test after the treatment with HP, starting in the first day after stimulus and then 

for 7 days in the same hour.  

 

2.8 Electronic Pressure-Meter Test. Mechanical hyperalgesia was tested in mice, as 

previously reported [35]. Briefly, in a quiet room, the animals were placed in acrylic cages 

(12 × 10 × 17 cm) with wire grid floors, 15 - 30 min before the start of testing. The test 

consisted of evoking a hindpaw flexion reflex with a hand-held force transducer (electronic 

analgesimeter; Insight, Ribeirão Preto, SP, Brazil) adapted with a 0.5 mm2 polypropylene tip. 

The investigator was trained to apply the tip perpendicularly to the central area of the hindpaw 

with a gradual increase in pressure. The end point was characterized by the removal of the 
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paw followed by clear flinching movements. After the paw withdrawal, the intensity of the 

pressure was recorded automatically. The value for the response was an average of three 

measurements. The animals were tested before and after treatment. The results are expressed 

by delta (Δ) withdrawal threshold (in g) calculated by subtracting the zero-time mean 

measurements from the mean measurements 1, 3, or 5 h after carrageenin (300 μg/ paw) or 

daily for seven days after CFA and HP treatment (10 μl/ paw). Another protocol involved the 

intraperitoneal pre-treatment of animals with L-NAME, ODQ, KT5823 or glibenclamide 60, 

30, 5 and 45 minutes respectively, before treatment with HP. The mechanical hyperalgesia 

was assessed 3 hours after the injection of the inflammatory stimulus (carrageenin - 300 μg/ 

paw). 

 

2.9 Cytokine Measurement. Mice were treated with vehicle or indomethacin (5 mg/kg, i.p.) 

or HP (30-300 mg/kg, p.o.) 60 min before carrageenin (300 μg/paw) stimulus. Three hours 

after the injection of carrageenin or CFA, mice were terminally anesthetized, and the skin 

tissues were removed from the injected and control paws (vehicle and naive). The samples 

were homogenized in 500 μl of buffer containing protease inhibitors, and IL-1β level was 

determined as described previously [36] by an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 

The results are expressed as picograms (pg.) of IL-1β/mg of paw tissue. As a control, the 

concentrations of this cytokine were determined in animals injected with saline. 

 

2.10 Statistical Analysis. Results are presented as means ± SEM of measurements made on 

six mice in each group per experiment and are representative of two separate experiments. 

Two-way analysis of variance (ANOVA) was used to compare the groups and doses at all 

times (curves) when the hyperalgesic responses were measured at different times after the 

administration or enforcement of the stimuli. The factors analyzed were treatment, time, and 



51 

time versus treatment interaction. When there was a significant time versus treatment 

interaction, one-way ANOVA followed by Tukey’s test was performed on each occasion. On 

the other hand, when the hyperalgesic responses were measured once after the administration 

or enforcement of the stimuli, the differences between responses were evaluated by one-way 

ANOVA followed by Tukey’s test. Statistical differences were considered to be significant at 

p < 0.05. 

 

3. Results  

3.1 Hypericum perforatum (HP) reduces phenyl-p-benzoquinone (PBQ) and acetic acid- 

induced writhing response. In the first section of the study, mice were treated with HP (30-

300 mg/ kg, p.o.) or vehicle 60 minutes before PBQ (1890 μg/kg, Fig 1A) or acetic acid 

(0.8%, Fig 1B) intraperitoneal injection and the writhing scores were recorded for 20 minutes. 

Indomethacin (5 mg/kg, i.p.), was used as an anti-inflammatory control. The increase of 

writhing score induced by PBQ injection was significantly inhibited by all doses of HP. No 

significant difference between doses was noted. On the other hand, in animals stimulated with 

acetic acid, the increase of writhing response was significantly inhibited only by 300 mg/kg of 

HP, but not by the lower doses. Thus, the 300 mg/kg dose was utilized in the next set of 

experiments of overt pain-like behaviour. As a positive control, indomethacin was able to 

decrease writing response in both models (Figure 1A and B). 

 

3.2 HP reduces formalin and CFA–induced overt-pain like behaviour. Mice were treated 

with HP (300 mg/kg, p.o.) 60 minutes before i.pl. formalin (1.5% in saline, Fig 3A-B), CFA 

(10 µl, Fig 3C-D), indomethacin (5 mg/kg, i.p.) or saline and the number of flinches and time 

spent licking were evaluated for 30 minutes. The oral HP (300 mg/kg) treatment significantly 

inhibits the number of flinches and the time of spent licking, in the first or neurogenic phase 
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(0-5 min) and in the second or inflammatory phase (10 – 30 min) of formalin test. In contrast, 

indomethacin treatment was able to inhibit these responses in the second phase only as 

previously reported [30]. The time of spent licking induced by formalin and CFA-overt pain 

like behaviour were also inhibited by HP and indomethacin treatment.  

 

3.3 HP reduces carrageenin-and CFA-induced mechanical hyperalgesia.  The response to 

mechanical stimulation was assessed prior and 1, 3 and 5h after intraplantar injection of 

carrageenin. As expected, the carrageenin induced significant hyperalgesia up to 5 hours. The 

doses of 30 and 100 mg/kg (p.o.) of HP significantly inhibited the mechanical hyperalgesia 

only at 1 and 3 hours after carrageenin injection. On the other hand, the dose of 300 mg/kg 

(p.o.) of HP inhibited the mechanical hyperalgesia in all the intervals evaluated. The effect of 

300 mg/kg of HP was significant when compared to the lower doses of HP (Fig. 4A). 

Therefore, 300 mg/kg was selected for the chronic inflammatory pain model induced by CFA 

(Fig 4B). After 24h of intraplantar CFA stimulation, the animals were daily treated with 300 

mg/kg and the mechanical hyperalgesia was assessed 3h after each treatment for 7 days. The 

treatment with 300 mg/kg of HP was effective in all evaluated days (Fig. 4B). The control 

drug, indomethacin, reduced carrageenin and CFA-induced hyperalgesia in all time-points 

(Fig. 4A and B). 

 

3.4 HP decreases IL-1β production in paw skin.  The production of the inflammatory 

cytokine IL-1β was evaluated in paw skin after intraplantar injection of carrageenin (Figure 

5A) or CFA (Fig 5B).  Both stimuli significantly increased the IL-1β levels in the paw 

compared to the control. The pre-treatment with 300 mg/kg of HP or the control drug 

indomethacin (5 mg/kg) significantly decreased the IL-1β levels in the paw as compared to 

the untreated control.   
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3.5 The effect of HP on mechanical hyperalgesia induced by carrageenin is dependent on 

the activation of the NO/cGMP/PKG/ATP-sensitive potassium channel pathway. Mice 

were treated with L-NAME (L-nitroarginine methyl ester, nonselective NOS inhibitor, 30 

mg/kg, 60 min; Fig. 6A), ODQ (a soluble guanylate cyclase inhibitor, 0.3 mg/kg, 30 min; Fig. 

6B), KT5823 (an inhibitor of PKG, 0.5 µg/kg, 5 min; Fig. 6C), Glybenclamide (an inhibitor 

of ATP-sensitive potassium channels, 0.3 mg/kg, 45 min; Fig. 6D) before HP (300 mg/kg, 

p.o.) treatment followed by 60 min interval until carrageenin (300 μg/paw) stimulus. A 

control group received indomethacin (5 mg/kg, i.p., Fig. 6A-D). Considering the peak of 

hyperalgesia after carrageenin injection is at 3h, the effect of pharmacological inhibitors was 

evaluated at this time point.  All inhibitors significantly prevented the HP analgesic effect on 

carrageenin-induced hyperalgesia (Fig. 6). In addition, the control drug indomethacin was 

able to reduce carrageenin-induced hyperalgesia. Thus, HP activated the analgesic NO-cyclic 

GMP-PKG-ATP sensitive K (+) channel signaling pathway to inhibit carrageenin-induced 

mechanical hyperalgesia. 

 

4. Discussion 

Hypericum perforatum (HP) is a plant widely used for therapeutic purposes. It is an important 

therapeutic approach for the relief of temporary mental exhaustion, weak to medium 

depression and anxiety [40]. Although the antidepressant effect is the most studied activity of 

HP until now, HP exerts additional activities such as its ability to improve wound healing 

when used topically [25] or alleviating neuropathic pain or migraine [41-44]. However, 

considering that there is little knowledge about its modulation of inflammatory pain by HP 

and its mechanisms, this study evaluated the effect of treatment with HP on different classic 

animal models of inflammatory pain and its possible mechanisms.  



54 

The chemical composition of HP can be varied according to environmental and genetic 

factors of the plant [40], thus,  the first step was to examine the compounds in the commercial 

extract used in the study, which is available in the Brazilian drug market. Quercetin and rutin 

are present in HP extract. These flavonoids are antioxidant and this activity explains their 

analgesic effect [45-50], which suggests that at least in part, to the observed effects of 

treatment with HP can be explainable by the presence of such molecules. Additionally, the 

presence of hyperforin and hypericin in HP may also contribute to the reduction of 

inflammatory pain, since many beneficial effects reported in the literature are related to these 

components [43]. Thus, the therapeutic effects of HP extract might occur through multiple 

molecules in its composition. 

The overt pain-like behaviour models induced by PBQ or acetic acid are initial tests to 

determine analgesic activity of potentially therapeutic compounds. The characteristic painful 

response observed in animals as abdominal writhing is mediated by the release of 

inflammatory mediators such as TNF-α and IL-1β, spinal activation of mitogen-activated 

protein (MAP) kinases and PI(3)K (phosphatidylinositol 3-kinase) [51] and, particularly in the 

PBQ model, IFN-γ, endothelin-1 and IL-18 [32]. The oral HP treatment also inhibited the 

number of paw flinches and time spent licking the paw both in the neurogenic phase (0 -5 

min), in which there is direct activation of nociceptors, and inflammatory phase (10 – 30 

min), triggered by the release of inflammatory mediators, of formalin response [52]. In line 

with our data, a previous report showed that administration of HP crude extract or HP extract 

in nanosized particles, also inhibited both phases of formalin test confirming the applicability 

of HP as an attractive analgesic drug [53]. 

We also addressed the analgesic HP effects in pain behaviour induced by CFA injection, a 

persistent model of inflammatory pain. We found that in a daily post-treatment protocol, HP 

consistently inhibited mechanical hyperalgia induced by injection of CFA.  Since the 
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hyperalgesia induced by CFA depends on activation of transient receptor potential vanilloid 1 

(TRPV1) [54, 55], this receptor can be considered one of the possible targets of HP to 

produce analgesia. Alongside with this, works have shown that antidepressant molecules such 

selective serotonin reuptake inhibitor (SSRI) class, produce pain relieving properties in 

inflammatory pain by affecting calcium flux as well as reducing the PGE2 release [56, 57]. In 

line with this, studies have proposed that HP shares mechanisms with SSRIs, suggesting 

mechanisms that can account for the analgesic activity of HP include TRPV1/calcium 

channels/PGE2 and, importantly, without the adverse events associated the classic 

antidepressants.  

It is probable that the HP exerts analgesic effect through different mechanisms. In fact, the 

inhibition of IL-1β production seems to be one of the mechanisms involved in the analgesic 

effect of HP, since the oral treatment with 300 mg/kg HP was capable to decrease IL-1β levels 

in the paw tissue after stimulation with carrageenin or CFA. These results are in agreement 

with previous findings [26,58]. In model of paracetamol-induced hepatotoxicity in mice, HP 

inhibited the increased production of IL-1β in the liver [58]. The HP extract (300 mg/ kg, p.o) 

reduced the production of IL-1β, TNF-α and adhesion molecules on carrageenin-induced lung 

injury [26]. Among the peripheral hyperalgesic cytokines, IL-1β is the one of the most 

prominent [59]. IL-1β is a cytokine produced by macrophages, monocytes and glial cells, and 

key component in the modulation of inflammatory pain, since it stimulates the expression of 

cyclooxygenase (COX) -2 and consequently prostaglandin production, contributing to 

hyperalgesia [1].  In this context, IL-1 β is an interesting target to control inflammatory pain. 

In a dominant form, NLRC4/ASC/caspase-1 inflammasome assembly is responsible for the 

production of the mature form of IL-1 β that accounted for the genesis inflammatory 

hyperalgesia [60], the specific target of HP in IL-1 β inflammasome pathway is still unknown. 
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Finally, the antinociceptive effect of HP was dependent on the activation of NO/ cGMP /PKG 

/ATP-sensitive potassium channels since the analgesic effect of HP was inhibited by pre-

treatment with L-NAME, ODQ, KT5823 or glibenclamide, which are inhibitors of this 

intracellular signaling pathway, respectively. The activation of NO/ cGMP /PKG /ATP-

sensitive potassium channels pathway attenuates the transmission of nociceptive information 

and is one of the mechanisms involved in the effect of varied analgesics [61-63], including 

morphine [64]. 

Indomethacin treatment was able to reduce all hyperalgesic parameters in carrageenin-, CFA-, 

PBQ- and acetic acid-induced inflammatory pain. It is a widely used anti-inflammatory and 

analgesic drug, which displays an important role in inflammatory pain by reducing 

prostaglandin release and activation NO-cGMP pathway [65]. However, it presents several 

side effects, including gastric mucosal injury [66]. In fact, a problem faced with traditional 

therapy with pain drugs is related to efficacy, tolerance and toxicity [68]. Conversely, the 

same pattern was not observed with HP treatment, which presents protective effects in gastric 

[67] and liver lesions [58] and the administration of high doses of HP didn’t change toxicity 

parameters as ALT, AST, urea and creatinine serum levels, and did not induce 

histopathological damage [69]. 

In view of these results demonstrating that HP presents analgesic and anti-inflammatory 

activity modulating varied mechanisms, it is plausible that its use in the clinic should be 

considered in the future. 

 

5. Conclusion  

These results demonstrate that HP presents analgesic activity upon a variety of inflammatory 

stimuli by a mechanism dependent on inhibition of cytokine production and NO signaling 
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pathway. Considering its safety and clinical use for anti-depressive conditions, it is possible to 

consider HP as a new perspective in inflammatory pain therapy. 
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FIGURE LEGENDS 

FIGURE 1. H. perforatum inhibits overt pain-like behavior induced by acetic acid and 

Phenyl-p-benzoquinone (PBQ). Mice received oral treatment with H. perforatum (30-300 

mg/kg, 150 ul, p.o., 60 min), vehicle (Tween 80 5% plus saline, 60 min), or indomethacin (5 

mg/kg, i.p., 40 min) before PBQ (1890 μg/kg, 200 ul; panel A) or acetic acid (0.8%, 200 ul; 

panel B) intraperitoneal stimulus. The PBQ was diluted in 2% DMSO in saline and the 

vehicle for acetic acid was saline. The cumulative number of abdominal contortions was 

evaluated over 20 min and presented at 2 min interval for PBQ acetic acid. Results are 

presented as means ± SEM of six mice per group per experiment and are representative of 

two separate experiments.  *p < 0.05 compared with the saline group; #p < 0.05 compared 

with the acid acetic or PBQ group. One-way ANOVA followed by Tukey’s test. 

 

FIGURE 2. H. perforatum inhibits overt pain-like behavior induced by formalin and 

CFA. Mice were treated with H. perforatum (300 mg/kg, 150 ul, p.o., 60 min), vehicle 

(Tween 80 5% plus saline, 60 min) or indomethacin (5 mg/kg, i.p., 40 min) before the 

injection of formalin (1.5% formalin in saline, 25 µl, i.pl.; panels A and B) or CFA (10 µl, 

i.pl., panels C and D). The total number of flinches (panels A and C), and the time spent 

licking the paw (panels B and D) were evaluated for 30 min. Results are expressed as means ± 

SEM of six mice per group per experiment and are representative of two separate 

experiments. *P < 0.05 compared to saline group; #P < 0.05 compare to formalin plus vehicle 

group. One-way ANOVA followed by Tukey’s test. 

 

FIGURE 3. H. perforatum inhibits carrageenin and CFA-induced mechanical 

hyperalgesia. Mice were treated with H. perforatum (30 - 300 mg/kg, 150 l, p.o., 60 min), 
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vehicle (Tween 80 20% plus saline, 60 min) or indomethacin (5 mg/kg, 200 l, i.p., 40 min) 

before carrageenin (300 µg, 25 µl, i.pl., panel A) or CFA (10 μl/paw, panel B) injection. The 

intensity of mechanical hyperalgesia was measured 1-5h after carrageenin injection (panel A) 

or 1-7 days after CFA injection (panel B). Results are expressed as means ± SEM, of six mice 

per group per experiment and are representative of two separate experiments. *P < 0.05 

compared to saline group; #P < 0.05 compared to carrageenin plus vehicle, and **P < 0.05 

compared to the minor doses of H. perforatum. Two-way ANOVA followed by Tukey’s test. 

 

Fig 4. H. perforatum inhibits carrageenin and CFA-induced IL-1β production. Mice were 

treated with H. perforatum (300 mg/kg, 150 µl, p.o., 60 min), vehicle (Tween 80 50% and 

saline, 60 min) or indomethacin (5 mg/kg, i.p., 40 min) before carrageenin (300 µg, 25 µl; 

i.pl., panel A) or CFA (25 µl, i.pl., panel B) injection. Samples from the plantar tissue were 

collected 3 h after stimulus. IL-1β levels were determined by ELISA. Results are expressed as 

means ± SEM of six mice per group per experiment and are representative of two separate 

experiments. *P < 0.05 compared to saline group; #P < 0.05 compare to formalin plus vehicle 

group. One-way ANOVA followed by Tukey’s test. 

 

Fig 5. H. perforatum inhibits the carrageenin-induced mechanical hyperalgesia by 

activating the NO/cyclic GMP−protein kinase G/ATP-sensitive potassium channel 

signaling pathway. Mice were treated with L-NAME (NOS inhibitor; 30 mg /kg, 200  µl, 

i.p., 60 min, panel A), ODQ ( soluble cGMP inhibitor; 0.3 mg/kg, 200 µl, i.p., diluted in 2% 

DMSO in saline; panel B), KT5823 (PKG inhibitor;  0.5 μg /mice, 200 µl, i.p., diluted in 2% 

DMSO in saline, 5 min; panel C), glybenclamide (ATP-sensitive potassium channel blocker; 

0.3 mg/kg, 150 µl, p.o., diluted in 5% Tween 80 in saline, 45 min; panel D),indomethacin (5 

mg/kg, 200 µl, i.p., 40 min) or the respective vehicle before H. perforatum (300 mg/kg, p.o.). 
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After an additional 60 min, mice received an injection of carrageenin (300 μg/paw, i.pl.). 

Mechanical hyperalgesia was measured 5h after stimulus injection. Results are expressed as 

means ± SEM of six mice per group per experiment and are representative of two separate 

experiments. *P < 0.05 compared to saline group; #P < 0.05 compare to carrageenin plus 

vehicle group; **P < 0.05 compare to carrageenin plus H. perforatum 300 mg/kg group. One-

way ANOVA followed by Tukey’s test.  
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Figure 3 
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5. CONCLUSÃO 

 

Diante dos resultados apresentados, podemos observar que extrato de Hypericum 

perforatum (Hp) apresenta atividade analgésica sobre diferentes modelos clássicos de dor 

inflamatória em animais. 

O pré-tratamento com H. perforatum foi capaz de inibir os comportamentos de dor 

manifesta induzida por diferentes estímulos agudos, sugerindo a existência de um possível 

efeito analgésico protetor. Além disso, em um modelo persistente de dor inflamatória, o 

tratamento diário realizado com extrato de Hp resultou em uma consistentemente inibição 

da hiperalgesia mecânica bem como levou a uma diminuição dos níveis de uma citocina 

pró-inflamatória. Estes resultados sugerem um possível envolvimento do Hp na modulação 

de citocinas e quimiocinas hiperalgésicas. 

Finalmente, o efeito antinociceptivo do H. perforatum foi dependente da via de 

ativação do NO / GMPc / PKG / K+ATP, atenuando a transmissão de informação 

nociceptiva, uma vez que o efeito analgésico no limiar mecânico observado, após o 

tratamento com Hp foi inibido pelo pré-tratamento com os inibidores desta via de 

sinalização intracelular. 

Considerando a segurança e uso clínico do H. perforatum para transtorno depressivo 

e diante desses resultados, que evidenciam sua atividade analgésica e anti-inflamatória por 

modular diferentes mecanismos, este pode ser apontado como uma nova perspectiva na 

terapia da dor inflamatória. 
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