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RESUMO 
 
 
A espécie Tephrosia toxicaria, também conhecida como T. sinapou (Buc'hoz) A. Chev é uma 
fonte de diversas substâncias como flavonóides e compostos químicos novos. No entanto, há 
poucos estudos sobre seus efeitos terapêuticos. Há evidências que flavonóides isolados 
apresentam efeitos antioxidantes, anti-inflamatórios e analgésicos. Assim, foram investigados 
os mecanismos antioxidantes do extrato acetato de etila (EAE) de T. sinapou in vitro, e os 
efeitos e mecanismos anti-inflamatórios e antinociceptivos desse extrato em camundongos. O 
extrato apresentou atividade antioxidante e os mecanismos envolvidos foram poder redutor, 
sequestro de radicais livres carregados negativamente (DPPH) e positivamente (ABTS+), 
quelação de ferro e inibição da lipoperoxidação independente e dependente de ferro. O 
tratamento dos animais com o extrato de T. sinapou reduziu o recrutamento de leucócitos 
totais e neutrófilos induzido pela carragenina (Cg), zimosan, lipopolissacarídeo e glicogênio. 
Estes efeitos anti-inflamatórios do extrato mostraram-se dependentes da redução da produção 
de citocinas quimiotáticas (TNFα e IL-1β) e da indução da produção de óxido nítrico, já que 
foram inibidos pelo tratamento com L-NAME, um inibidor da óxido nítrico sintase. O extrato 
também inibiu o comportamento de nocicepção manifesta, e foi ativo via intraperitoneal, via 
oral e via subcutânea. O tratamento dos animais com o extrato inibiu o comportamento de 
nocicepção manifesta induzido por ácido acético, fenil-p-benzoquinona, formalina e adjuvante 
completo de Freund (CFA). Na hiperalgesia mecânica induzida pela Cg, prostaglandina E2, 
(pré-tratamento) e CFA (pós-tratamento) o extrato de T. sinapou também foi efetivo. Seus 
mecanismos de atividade antinociceptiva mostraram envolver a redução da produção das 
citocinas hiperalgésicas TNFα e IL-1β. Além disso, o extrato aumentou o limiar nociceptivo 
térmico, sugerindo agir via mecanismos de ação supra-espinhais, incluindo a possibilidade de 
participação opióide. De fato, o efeito anti-hiperalgésico do extrato na hiperalgesia mecânica 
e térmica e a redução do recrutamento de neutrófilos induzido pela Cg mostraram-se 
dependentes de receptores opióides, já que foram prevenidos pelo tratamento com naloxona, 
um antagonista de receptores opióides. Não houve alteração nos níveis séricos de aspartato 
aminotransferase (AST) e alanina aminotranferase (ALT), e na habilidade locomotora dos 
animais pelo tratamento com o extrato o que descarta efeitos tóxicos e relaxantes 
musculares/tóxicos ou sedativos que prejudiquem a atividade locomotora, respectivamente. 
Concluindo, o extrato de T. sinapou é uma fonte promissora de compostos terapêuticos e mais 
estudos são necessários para determinar se um único ou um conjunto de compostos podem 
mimetizar as atividades terapêuticas e mecanismos de ação do extrato.  
 
 
Palavras-chave: Tephrosia sinapou. Flavonóides. Antioxidantes. Inflamação. Dor. 
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ABSTRACT 
 
 
Tephrosia toxicaria, which is currently known as T. sinapou (Buc'hoz) A. Chev. is a source of 
compounds such as flavonoids including novel ones. However, few studies have addressed 
their therapeutics effects. There is evidence of antioxidant, anti-inflammatory and analgesic 
effects of isolated flavonoids. Therefore, were evaluated the antioxidant mechanisms of the T. 
sinapou ethyl acetate extract (EAE) in vitro, and anti-inflammatory and analgesic effects and 
mechanisms of the extract in mice. The extract presented antioxidant activity and their 
mechanisms involve reducing power, scavenging negatively (DPPH) and positively (ABTS+) 
charged free radicals, iron chelation and inhibition of iron-independent and iron-dependent 
lipid peroxidation. The treated mice with T. sinapou extract reduced total leukocytes and 
neutrophil recruitment induced by carrageenin (Cg), zymosan, lipopolysaccharide and 
glycogen. These anti-inflammatory effects showed depends on inhibition of production of 
chemotatic cytokines (TNFα and IL-1β) and induction of nitric oxide production, since were 
inhibited by treatment with L-NAME (nitric oxide synthase inhibitor). T. sinapou extract also 
inhibited overt nociception-like behavior and was active via intraperitoneal, subcutaneous and 
per oral routes. The treated mice with extract inhibited overt nociception-like behavior, 
induced by acetic acid, phenyl-p-benzoquinone, formalin and complete Freund’s adjuvant 
(CFA). In mechanical hyperalgesia induced by Cg, prostaglandin E2 (pre-treatment), and CFA 
(post-treatment), T. sinapou extract was also effective. Their mechanisms of antinociceptive 
activity showed involve the inhibition of hyperalgesic cytokines production, TNFα and IL-1β. 
Furthermore, the extract increased the thermal nociceptive threshold, suggesting that it could 
present supra-spinal effects, possibly opioid-like effects. In fact, the inhibition by the extract 
of carrageenin-induced mechanical and thermal hyperalgesia and the recruitment of 
neutrophils showed depends on opioid receptors, since was inhibited by naloxone treatment, 
an opioid receptor antagonist. There was no alteration in aspartate aminotransferase (AST) 
and alanine aminotransferase (ALT) serum levels and locomotor activity of mice by T. 
sinapou extract treatment disproving toxic effects and muscle relaxing/toxics or anesthetic 
effects that impair the locomotory ability, respectively. Concluding, T. sinapou extract are 
conceivable sources of therapeutic compounds and further investigation is necessary to 
determined whether single or a mixture of compounds can mimic the extract therapeutics 
activities and action mechanisms. 
 
 
Key-words: Tephrosia sinapou. Flavonoids. Antioxidant. Inflammation. Pain. 



LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 -  Foto da planta Tephrosia sinapou ...................................................................... 17 

Figura 2 -  Propagação e inibição da peroxidação lipídica .................................................. 19 

Figura 3 -  Atividade sequestradora do radical DPPH pelo EAE de T. sinapou................. 46 

Figura 4 -  Atividade sequestradora do radical ABTS+ pelo EAE de T. sinapou ................ 47 

Figura 5 -  Atividade inibidora da LPO independente de Fe2+ pelo EAE de T. 

sinapou ............................................................................................................... 48 

Figura 6 -  Atividade inibidora da LPO dependente de Fe2+ pelo EAE de T. sinapou ........ 49 

Figura 7 -  Atividade queladora de Fe2+ pelo EAE de T. sinapou ....................................... 49 

Figura 8 -  EAE de T. sinapou reduz de maneira dose-dependente o recrutamento de 

leucócitos induzido pela Cg ............................................................................... 51 

Figura 9 -  EAE de T. sinapou reduz o recrutamento de leucócitos induzido por 

zimosan, glicogênio e LPS ................................................................................. 52 

Figura 10 -  EAE de T. sinapou reduz a produção de citocinas induzida pela Cg ................. 53 

Figura 11 -  EAE de T. sinapou reduz o recrutamento de leucócitos de maneira 

dependente da óxido nítrico sintase ................................................................... 54 

Figure 12 -  EAE de T. sinapou inibe as contorções abdominais induzidas por ácido 

acético e PBQ ..................................................................................................... 55 

Figura 13 -  EAE de T. sinapou inibe ambas as fases do comportamento de 

nocicepção manifesta induzido pela formalina .................................................. 56 

Figura 14 -  EAE de T. sinapou inibe o comportamento de nocicepção manifesta 

induzido por CFA ............................................................................................... 57 

Figura 15 -  EAE de T. sinapou reduz a hiperalgesia mecânica induzida pela Cg ................ 58 

Figura 16 -  EAE de T. sinapou reduz a hiperalgesia mecânica induzida por CFA ............... 59 

Figure 17 -  EAE de T. sinapou reduz a produção de TNFα e IL-1β induzida pela Cg......... 60 

Figura 18 -  EAE de T. sinapou reduz a hiperalgesia mecânica induzida pela PGE2 ................... 61 

Figura 19 -  EAE etila de T. sinapou aumenta o limiar nociceptivo térmico de 

camundongos no teste da placa quente ............................................................... 62 

Figura 20 -  EAE de T. sinapou reduz a hiperalgesia mecânica e térmica e o 

recrutamento de neutrófilos de maneira dependente de receptores 

opióides .............................................................................................................. 64 

Figura 21 -  EAE de T. sinapou não altera os níveis de AST e ALT ..................................... 65 

Figura 22 -  EAE de T. sinapou não altera a atividade locomotora ....................................... 65



Figura 23 -  EAE de T. sinapou apresenta atividade antioxidante, anti-inflamatória e 

analgésica ........................................................................................................... 82 

 

 

 



LISTA DE ABREVIATURAS 

 

ABTS+ 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico) 

Ac Adenilato ciclase 

AKT Proteína quinase B 

ALT Alanina aminotranferase 

AMPc Adenosina monofosfato cíclico 

ANOVA Análise de variância 

AST Aspartato aminotransferase 

ATP Adenosina trifosfato 

BPS Batofenantrolina 

CFA Adjuvante completo de Freund 

Cg Carragenina 

CXCL1/KC Quimiocina derivada de queratinócitos 

DMSO Dimetilsulfóxido  

DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazil  

EDTA Ácido etilenodiamino tetra-acético 

EGTA Ácido tetracético etilenoglicol  

ELISA  Enzimaimunoensaio 

eNOS Óxido nítrico sintase endotelial 

EPM Erro parão da média 

EROs Espécies Reativas de Oxigênio 

Fe2+ Ferro 

FRAP Poder antioxidante de redução do ferro 

Gc Guanilato ciclase 

GMPc Guanosina monofosfato cíclico 

H2O2 Peróxido de hidrogênio 

H3PO4 Ácido orto fosfórico 

HCl Ácido clorídrico 

HO Radical hidroxil 

IASP Associação Internacional para o Estudo da Dor 

i.p. Intraperitoneal 

i.pl. Intraplantar 

IL Interleucina



iNOS Óxido nítrico sintase induzível 

KCl Cloreto de potássio 

KOH Hidróxido de potássio 

L-NAME Nω-Nitro-L-arginina metil éster hidrocloreto 

LPO Peroxidação lipídica  

MDA Malondialdeído 

MPO Mieloperoxidase 

NaOH Hidróxido de sódio 

nNOS Óxido nítrico sintase neuronal 

NO  Óxido nítrico 

NOS Óxido nítrico sintase 

NF-κB Fator de transcrição nuclear B 
1O2 Oxigênio singlete  

O2
 - Radical superóxido  

ONOO Peroxinitrito  

PBQ Fenil-p-benzoquinona 

PBS  Tampão fosfato salino 

PGE2  Prostaglandina E2 

PGs Prostaglandinas 

PI3K Fosfoinositídeo 3-quinase 

PKA Proteína quinase dependente de AMPc 

PKG Proteína quinase dependente de GMPc 

R• Radical lipídico  

ROO Radical peroxil 

ROOH Hidroperóxidos 

RRP Receptores de reconhecimento de padrões 

s.c.  Subcutânea 

SNC Sistema nervoso central 

TBARS Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico  

TBA Ácido tiobarbitúrico 

TLR Receptores tipo toll 

TNFα Fator de necrose tumoral alfa 

TPTZ 2,4,6 tripiridil-S-triazina 



Tris Hidroximetil aminometano 

TRPA1 Receptor de potencial transitório com domínios anquirina 1 

v.o. Via oral 



SUMÁRIO 

 

1  INTRODUÇÃO ..................................................................................................... 16 

 

2  OBJETIVOS .......................................................................................................... 28 

2.1  OBJETIVOS GERAIS .................................................................................................. 28 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS .......................................................................................... 28 

 

3  MATERIAIS E MÉTODOS ................................................................................ 30 

3.1  MATERIAIS ............................................................................................................... 30 

3.1.1   Drogas e Reagentes ................................................................................................. 30 

3.1.2   Material Vegetal ...................................................................................................... 30 

3.1.2.1   Preparação do extrato  ............................................................................................. 31 

3.1.2.2   Caracterização fitoquímica do extrato .................................................................... 31 

3.1.3   Animais ................................................................................................................... 31 

3.2  MÉTODOS ................................................................................................................. 32 

3.2.1   Avaliação da Atividade Antioxidante ..................................................................... 32 

3.2.1.1   Determinação do poder redutor ............................................................................... 32 

3.2.1.2   Determinação da atividade sequestradora do radical livre carregado 

negativamente, DPPH ............................................................................................................................................ 32 

3.2.1.3   Determinação da atividade sequestradora do radical livre carregado 

positivamente, ABTS+ ............................................................................................................................................. 33 

3.2.1.4   Determinação da atividade inibidora da LPO independente de Fe2+  ................................. 34 

3.2.1.5   Determinação da atividade inibidora da LPO dependente de Fe2+  ...................................... 34 

3.2.1.5.1  Isolamento de mitocôndrias de fígados de ratos .................................................... 35 

3.2.1.6   Determinação da atividade queladora de Fe2+  ..................................................................................... 36 

3.2.2   Avaliação da Atividade Anti-inflamatória .............................................................. 36 

3.2.2.1   Recrutamento leucocitário ...................................................................................... 36 

3.2.2.1.1  Recrutamento de leucócitos para a cavidade peritoneal ........................................ 36 

3.2.2.1.2  Recrutamento de neutrófilos para o tecido subcutâneo plantar ............................. 37 

3.2.2.2   Produção de citocinas .............................................................................................. 38 

3.2.3   Avaliação da Atividade Antinociceptiva ................................................................ 39 

3.2.3.1   Teste de contorções abdominais ............................................................................. 39 



3.2.3.2   Teste de nocicepção manifesta induzida por formalina .......................................... 40 

3.2.3.3   Teste de nocicepção manifesta induzida por CFA  ................................................. 41 

3.2.3.4   Avaliação da hiperalgesia mecânica pelo teste de pressão crescente na 

pata .......................................................................................................................... 41 

3.2.3.4.1  Avaliação da hiperalgesia mecânica induzida por Cg ........................................... 42 

3.2.3.4.2  Avaliação da hiperalgesia mecânica induzida por CFA ........................................ 42 

3.2.3.4.3  Avaliação da hiperalgesia mecânica induzida por PGE2 ........................................................... 43 

3.2.3.5   Avaliação da hiperalgesia térmica pelo teste da placa quente ................................ 43 

3.2.4    Avaliação da Toxicidade ......................................................................................... 44 

3.2.4.1   Avaliação da toxicidade por análises bioquímicas ................................................. 44 

3.2.4.2   Avaliação do desempenho motor pelo teste de rota-rod ......................................... 44 

3.2.5    Análise Estatística ................................................................................................... 45 

 

4  RESULTADOS ...................................................................................................... 46 

4.1  AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ............................................................ 46 

4.1.1   EAE de T. sinapou Apresenta Poder Redutor ......................................................... 46 

4.1.2   EAE de T. sinapou Sequestra Radical Livre Carregado Negativamente, 

DPPH .................................................................................................................................................................................. 46 

4.1.3   EAE de T. sinapou Sequestra Radical Livre Carregado Positivamente, 

ABTS+ .................................................................................................................................................................................. 47 

4.1.4   EAE de T. sinapou Inibe a LPO nas Etapas Iniciais ............................................... 48 

4.1.5   EAE de T. sinapou Inibe a LPO nas Etapas de Propagação e Terminação ............ 48 

4.1.6   EAE de T. sinapou Quela Fe2+ ................................................................................ 49 

4.2  AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATÓRIA ................................................. 50 

4.2.1    EAE de T. sinapou Reduz o Recrutamento de Leucócitos para a 

Cavidade Peritoneal de Camundongos ................................................................... 50 

4.2.1.1   EAE de T. sinapou reduz de maneira dose-dependente o recrutamento de 

leucócitos induzido pela Cg .................................................................................... 50 

4.2.1.2   EAE de T. sinapou reduz o recrutamento de leucócitos induzido por 

zimosan, LPS e glicogênio ...................................................................................... 51 

4.2.2    EAE de T. sinapou reduz a produção de citocinas induzidas pela Cg na 

cavidade peritoneal ................................................................................................. 52 

4.2.3   EAE de T. sinapou reduz o recrutamento de leucócitos induzido pela Cg 

de maneira dependente da óxido nítrico sintase ...................................................... 53



4.3  AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA ....................................................... 54 

4.3.1    EAE de T. sinapou Inibe o Comportamento de Nocicepção Manifesta em 

camundongos .......................................................................................................... 54 

4.3.1.1   EAE de T. sinapou inibe as contorções abdominais induzidas por ácido 

acético e PBQ .......................................................................................................... 54 

4.3.1.2   EAE de T. sinapou inibe ambas as fases do comportamento de 

nocicepção manifesta induzido pela formalina ....................................................... 56 

4.3.1.3   EAE de T. sinapou inibe o comportamento de nocicepção manifesta 

induzido por CFA .................................................................................................... 57 

4.3.2    EAE de T. sinapou Reduz a Hiperalgesia Mecânica no Teste de Pressão 

Crescente na Pata .................................................................................................... 57 

4.3.2.1   EAE de T. sinapou reduz a hiperalgesia mecânica induzida pela Cg no 

pré-tratamento ......................................................................................................... 57 

4.3.2.2   EAE de T. sinapou reduz a hiperalgesia mecânica induzida por CFA no 

pós-tratamento ......................................................................................................... 58 

4.3.3   EAE de T. sinapou Reduz a Produção de Citocinas Induzidas pela Cg no 

Tecido Subcutâneo Plantar ...................................................................................... 59 

4.3.4    EAE de T. sinapou Reduz a Hiperalgesia Mecânica Induzida pela PGE2 .............. 60 

4.3.5  EAE de T. sinapou Aumenta o Limiar Nociceptivo Térmico no Teste da 

Placa Quente ........................................................................................................... 61 

4.3.6   EAE de T. sinapou Apresenta Efeitos Anti-hiperalgésicos e Reduz o 

Recrutamento de Neutrófilos de Maneira Dependente de Receptores 

Opióides .................................................................................................................. 62 

4.3.6.1   EAE de T. sinapou reduz a Hiperalgesia mecânica e térmica induzida 

pela Cg de maneira dependente de receptores opióides .......................................... 62 

4.3.6.2   EAE de T. sinapou reduz o recrutamento de neutrófilos para o tecido 

subcutâneo plantar induzido pela Cg de maneira dependente de 

receptores opióides .................................................................................................. 63 

4.4  AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE ................................................................................... 64 

4.4.1   EAE de T. sinapou não Altera os Níveis Séricos de AST e ALT ........................... 64 

4.4.2   EAE de T. sinapou não Altera a Atividade Locomotora ........................................ 65 

 

5 DISCUSSÃO .......................................................................................................... 66 

5.1  AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE ............................................................ 66



5.2  AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATÓRIA .................................................. 69 

5.3  AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA ....................................................... 73 

5.4  AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE ................................................................................... 79 

 

6  CONCLUSÕES ..................................................................................................... 80 

 

REFERÊNCIAS..................................................................................................................... 83 

 

 



16 
 

1 INTRODUÇÃO 

 

O gênero Tephrosia possui aproximadamente 400 espécies distribuídas em 

regiões quentes de ambos os hemisférios (ALLEN; ALLEN, 1981). Evidências indicam que 

extratos de plantas obtidos do gênero Tephrosia apresentam diversas atividades biológicas. A 

maioria dos estudos investigou os efeitos de extratos da espécie Tephrosia purpurea. Extratos 

de T. purpurea mostraram atividade antiplasmódica in vitro (YENESEW et al., 2011), efeitos 

hepatoprotetores na toxicidade hepática induzida por tioacetamida em ratos (KHATRI; 

GARG; AGRAWAL, 2009), potencial terapêutico em doenças gastroduodenais, pois 

apresentou atividade anti-Helicobacter pylori in vitro (CHINNIAH et al., 2009), atividade 

citoprotetora em ratos com úlcera gástrica (DESHPANDE; SHAH; PARMAR, 2003), 

potencial cicatrizante de ferimentos em ratos (LODHI et al., 2006), inibição da carcinogênese 

cutânea em camundongos induzida por éster de forbol (SALEEM et al., 2001), da 

broncoconstrição e da anafilaxia em ratos (DESHPANDE; DAVE; SHAH, 2008). Ainda, 

extratos de T. purpurea reduziram a severidade do status epiléptico induzido por lítio 

(ASUNTHA et al., 2010), apresentaram potencial antihiperglicêmico e efeitos antioxidantes 

em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina (PAVANA et al., 2007; PAVANA et al., 

2009), efeito quimiopreventivo em ratos contra o estresse oxidativo renal e carcinogênese 

induzida por N-dietilnitrosamina e bromato de potássio (KHAN et al., 2001). Uma fração 

flavonóica de T. purpurea apresentou propriedades moduladoras dos componentes do sistema 

imune humoral e celular em camundongos (DAMRE et al., 2003) e o extrato etanólico desta 

espécie inibiu em ratos a formação do granuloma induzido por pellets de algodão (SHENOY 

et al., 2010). Flavonóides isolados da espécie T. purpurea induziram a atividade da quinona 

redutase, enzima relacionada à quimioprevenção do câncer (CHANG et al., 1997 e 2000). 

Extratos de T. egregia e T. cinerea mostraram atividade larvicida contra o 

Aedes aegypti (ARRIAGA et al., 2008 e 2009a) e de T. egregia mostraram também atividade 

antioxidante (ARRIAGA et al., 2009a). Extratos de T. candida mostraram-se tóxicos e 

repelentes às fases larvais e adultas do Diaprepes, uma praga na agricultura (LAPOINTE; 

MCKENZIE; HUNTER, 2003), e um flavonóide desta espécie apresentou atividade 

anticancerígena (SARIN et al., 1976). Extratos de T. elata apresentaram atividade 

antiplasmódica (MUIVA et al., 2009) e de T. vogelii atividade ictiotóxica (IBRAHIM et al., 

2000). A espécie T. villosa é utilizada como planta medicinal para tratamento de diabetes 

melitus na Índia (JAIN; SHARMA, 1967), extratos desta espécie mostraram atividade 

antifúngica (VIJAYAN; GURUPRASAD; KIRTI, 2008), larvicida sobre as larvas de Culex 
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quinquefasciatus, e citotóxica frente a larvas de Artêmia salina, um microcrustáceo utilizado 

em testes de toxicidade (NONDO et al., 2011). Compostos isolados de T. calophylla (benzil e 

coumestano derivados) mostraram atividade citotóxica in vitro (GANAPATY et al., 2009). 

Pumilanol, um isoflavonóide de Tephrosia pumila apresentou atividade antiprotozoária 

(GANAPATY et al., 2008). 

Desta forma, como evidenciado acima há vários estudos de atividade 

farmacológica de plantas do gênero Tephosia, apesar de que, poucos relatam atividade 

antioxidante e anti-inflamatória e nenhum avalia efeitos analgésicos. Diversas evidências 

indicam a presença de uma variedade de flavonóides e compostos novos em plantas deste 

gênero (ANDREI et al., 1997, 2000; ARRIAGA et al., 2009b; ARROIO et al., 2004; 

HEGAZY et al., 2009; JANG et al., 2003).  

A espécie Tephrosia toxicaria também conhecida como Tephrosia sinapou 

(Buc'hoz) A. Chev. e popularmente conhecida como timbó de caiena (Figura 1), desenvolve-

se principalmente no Sri-Lanka (extremidade sul do subcontinente indiano) e América do Sul, 

e tem despertado interesse por ser uma fonte de rotenóides e muitos outros isoflavonóides 

(ARROIO et al., 2004; JANG et al., 2003). Esta planta é muito conhecida no norte do Brasil, 

utilizada para intoxicar peixes, em que os nativos jogam suas raízes na água e assim os peixes 

podem ser facilmente capturados e consumidos sem inconveniente. 

 

Figura 1 - Foto da planta Tephrosia sinapou 

 

 

Extratos de T. sinapou mostraram atividade ictiotóxica (ANDEL, 2000), 

larvicida contra o Aedes aegypti e atividade antioxidante frente ao radical DPPH• 

(VASCONCELOS et al., 2009). Um estudo demonstrou efeitos quimiopreventivos ao câncer 

de flavonóides isolados de T. sinapou, por induzirem em culturas de células a quinona 

redutase, enzima relacionada à quimioprevenção (JANG et al., 2003).   
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Extratos de plantas constituem uma complexa mistura de substâncias, e as 

possíveis atividades biológicas estão diretamente relacionadas com a estrutura e concentração 

dos constituintes químicos presentes. Resultados preliminares detectaram a presença de 

flavonóides, incluindo compostos ainda não identificados no extrato acetato de etila (EAE) de 

Tephrosia sinapou (ANDREI et al., manuscrito em preparação). A presença de flavonóides 

pode atribuir, pelo menos em partes, propriedades farmacológicas ao extrato de Tephrosia 

sinapou, como demonstrado por outras plantas do gênero Tephrosia (ARRIAGA et al., 

2009b; HEGAZY et al., 2009; KHALIVULLA et al., 2008; REDDY et al., 2009). 

O consumo de flavonóides, em alimentos e bebidas, por exemplo, têm sido 

associado à redução do risco de desenvolvimento de doenças relacionadas ao envelhecimento 

em diversos estudos clínicos (GELEIJNSE et al., 2002; HERTOG; HOLLMAN, 1996; 

HIRVONEN et al., 2001; MUKAMAL et al., 2002; SESSO et al., 1999; YOCHUM et al., 

1999), e o consenso que os flavonóides e outros compostos fenólicos, são os responsáveis por 

estes benefícios é suportado em vários estudos in vitro e em animais (BICKFORD et al., 

2000; MENG et al., 2010; YOUDIM et al., 2003). Os flavonóides possuem potencial 

antioxidante in vitro, pois são capazes de sequestrar uma ampla variedade de espécies reativas 

de oxigênio, nitrogênio e cloro, tais como o radical superóxido (O2
-), radical hidroxil (HO), 

radical peroxil (ROO), peroxinitrito (ONOO) e o ânion hipoclorito (OCl). Podem ainda 

quelar íons metálicos, como o Fe2+, um pró-oxidante, catalisador de reações oxidativas 

(BOERSMA et al., 1999; CASAGRANDE et al., 2006b; FRANCESCHELLI et al., 2011; 

GEORGETTI et al., 2007; HALLIWELL, 2000a, 2008; KETSAWATSAKUL; WHITEMAN; 

SILVA, 2000; MIRA et al., 2002). Considerando que, uma quantidade substancial de 

evidências tem indicado o aumento dos danos oxidativos como um dos fatores responsáveis 

pelo desenvolvimento de doenças relacionadas ao envelhecimento (AMES; SHIGENAGA; 

HAGEN, 1993; HALLIWELL, 1999, 2000b, 2002), a utilização de compostos com atividade 

antioxidante como os flavonóides, ou extrato de plantas contendo estas moléculas torna-se 

uma alternativa terapêutica promissora. 

O termo espécies reativas de oxigênio (EROs) se refere aos radicais livres, 

moléculas orgânicas ou inorgânicas que contêm um ou mais elétrons não pareados, com 

existência independente, altamente instáveis, com meia-vida curtíssima e quimicamente muito 

reativas  (HALLIWELL, 1999). Há também outras espécies não radicalares como o peróxido 

de hidrogênio (H2O2) e o oxigênio singlete (1O2) que podem facilmente sofrer reações 

formando radicais livres. Os radicais livres são produzidos fisiologicamente como, por 

exemplo, na respiração, ou em algumas células mediadoras da função imune. O excesso de 
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radicais livres no organismo é combatido por antioxidantes endógenos ou exógenos, 

substâncias que retardam ou previnem significativamente a oxidação de moléculas facilmente 

oxidáveis, como os lipídios, proteínas e DNA (HALLIWELL, 2007). No entanto, quando a 

disponibilidade de antioxidantes encontra-se limitada, o dano causado pelas EROs nas células 

pode resultar no estresse oxidativo, que interrompe as funções celulares e em última instância 

leva a necrose ou morte das células (DRÖGE, 2002; MAGDALENA; TAK YEE 2010). 

Moléculas orgânicas insaturadas com fracas ligações C-H são 

particularmente propensas a sofrerem auto-oxidação, um processo que prossegue por um 

mecanismo de geração de radicais livres. A auto-oxidação de ésteres e esteróis de ácidos 

graxos poliinsaturados, conhecida como peroxidação lipídica (LPO), tem atraído a atenção 

dos pesquisadores, devido ao fato de estar envolvida na geração de diversas EROs (PRATT; 

TALLMAN; PORTER, 2011). 

A LPO se inicia pelo ataque às moléculas orgânicas insaturadas por 

qualquer espécie suficientemente reativa para retirar um átomo de hidrogênio de um ácido 

graxo poliinsaturado. Espécies como o HO•, H2O2, O2
-, ROO podem realizar essa oxidação 

(AIKENS; DIX, 1991). Após iniciado, o processo se torna autocatalítico, leva a uma reação 

muito rápida (MAILLARD et al., 1983) do radical lipídico formado (R•) com o oxigênio 

(Figura 2, equação 1) e uma reação de propagação de velocidade reduzida em que o ROO•  

retira um átomo de hidrogênio de um substrato orgânico, conforme mecanismo da Figura 2, 

equação 2 (HOWARD et al., 1967). Radicais peroxil podem também continuar a propagação 

da LPO pela reação de adição de alquenos, como representado na Figura 2, equação 3 

(HOWARD, 1972). Compostos fenólicos (ArOH, antioxidantes) inibem a auto-oxidação, 

competem com os radicais peroxil pela transferência de átomos de hidrogênio (Figura 2, 

equação 4). O radical ariloxil (ArO•) gerado na transformação descrita na equação 4 se liga a 

um segundo radical peroxil e origina  produtos não radicalares, terminando a LPO (Figura 2, 

equação 5). 

 
Figura 2 - Propagação e inibição da peroxidação lipídica 

 

Fonte: Pratt, Tallman e Porter (2011). 
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Antioxidantes, frequentemente os substitutos fenólicos (ArOH), inibem 

efetivamente os radicais peroxil, pela transferência de átomos de hidrogênio, quando a 

constante de reação da inibição do radical peroxil (Figura 2, equação 4) é mais rápida que a 

cadeia de propagação da LPO (BURTON; INGOLD, 1986). No entanto o oposto, com uma 

elevada concentração de EROs e limitada concentração de antioxidantes pode ocorrer o 

estresse oxidativo, importante no desenvolvimento de diversas patologias relacionadas com o 

envelhecimento, como câncer, doenças cardiovasculares e neurodegenerativas (PRATT; 

TALLMAN; PORTER, 2011). 

Embora não totalmente compreendido, é consenso que há uma relação entre 

o estresse oxidativo e a produção de mediadores inflamatórios, como as citocinas (BOWIE; 

O'NEILL, 2000; VALÉRIO et al., 2009a). Uma explicação concebível para essa relação é que 

na presença de uma elevada concentração de EROs, fatores de transcrição como, por 

exemplo, o fator de transcrição nuclear B (NF-κB), são ativados e translocados para dentro 

do núcleo. O NF-κB promove então a transcrição de mais citocinas e quimiocinas 

inflamatórias que fecham uma via de feedback positivo para potencializar a resposta 

inflamatória, e que pode levar à lesão tecidual pela ativação de fagócitos (BONIZZI; KARIN, 

2004; GLOIRE; LEGRAND-POELS; PIETTE, 2006). O contrário também parece ocorrer 

desde que mediadores inflamatórios podem levar à produção de EROs, por exemplo, a 

citocina TNFα estimula a NADPH oxidase dos macrófagos a produzir O2
, e este ainda pode 

reagir com NO e gerar ONOO (BOUSSETTA et al., 2010; BOWIE; O'NEILL, 2000; 

VALÉRIO et al., 2009a; VICENTINI et al., 2011). Desta forma, há vias de estimulação 

recíproca entre os mediadores inflamatórios e os radicais livres, e a interferência destas vias 

por substâncias antioxidantes como os flavonóides explicam sua atividade anti-inflamatória, 

além de sugerir a aplicação de flavonóides ou de extratos de plantas contendo flavonóides 

como agentes anti-inflamatórios (ANDRADE et al., 2010; SANNIGRAHI et al., 2011; 

VALÉRIO et al., 2009a; VICENTINI et al., 2011). 

Neste contexto, há evidências que os flavonóides inibem a inflamação 

induzida por radicais livres (CASAGRANDE et al., 2006a), citocinas (MORIKAWA et al., 

2003; VALÉRIO et al., 2009a), PGE2 (MORIKAWA et al., 2003), expressão da óxido nítrico 

sintase induzível (DIAS et al., 2005) e ativação de NF-κB (DIAS et al., 2005; VICENTINI et 

al., 2011). A modulação da produção destas moléculas leva a redução da dor inflamatória 

(ANJANEYULU; CHOPRA  et al., 2003; 2004; FILHO et al., 2008; VALÉRIO et al., 

2009a), edema (VALÉRIO et al., 2009a) e recrutamento de leucócitos (SOUTO et al., 2011). 
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Assim, estes dados suportam os efeitos anti-inflamatórios de flavonóides e outros 

antioxidantes.  

Um importante componente da resposta inflamatória é o recrutamento de 

leucócitos (exemplo: neutrófilos) para o foco inflamatório, requeridos para fagocitar ou 

eliminar os agentes infecciosos (FAVACHO et al., 2011; SOUTO et al., 2011; VALÉRIO et 

al., 2007; VERRI et al., 2007a; 2010). Muitos modelos experimentais são utilizados para 

estudar o recrutamento de leucócitos ao foco inflamatório. A carragenina (Cg) é um estímulo 

inflamatório amplamente utilizado para promover a inflamação dependente do aumento de 

citocinas pró-inflamatórias (CUNHA et al., 2005). Este estímulo é formado por um grupo 

complexo de polissacarídeos extraído de algumas espécies de algas vermelhas e composto por 

monômeros relacionados à galactose, sendo de três tipos principais: lambda, kappa e iota, que 

são capazes de induzir uma resposta inflamatória quando injetados i.p. ou s.c. (MORRIS, 

2003). 

Outro modelo utilizado para promover o recrutamento de leucócitos, é o 

zimosan, um polissacarídeo componente da parede celular de Saccharomyces cerevisiae, 

comumente utilizado como um irritante pró-inflamatório que mimetiza a infecção fúngica 

(AJUEBOR et al., 1998; KOLACZKOWSKA et al., 2001; 2008; 2009). Estudos 

demonstraram que o zimosan provoca uma resposta inflamatória por ativar os receptores tipo 

toll-2 (TLR2) presentes em uma variedade de tecidos e em diferentes tipos de células, 

principalmente em macrófagos, neutrófilos e células dendríticas (GUERRERO et al., 2006; 

2008; LI et al., 2010).  

Moléculas comumente encontradas na superfície de microorganismos 

constituem padrões moleculares associados aos patógenos que ativam a resposta imune inata, 

a primeira linha de defesa contra microrganismos, por meio da interação com os diferentes 

receptores conhecidos como receptores de reconhecimento de padrões (RRP), dentre os quais 

a família dos receptores tipo toll (TLR) (MEDZHITOV et al., 1997). Entre os vários RRPs, os 

TLRs se destacam pelo papel central na ligação a patógenos e iniciação da resposta 

inflamatória. O recrutamento de neutrófilos e macrófagos para o local da infecção e o 

aumento da produção de fatores antimicrobianos devido à ativação de TLRs, ocorre devido à 

ativação do NF-κB (FERREIRA et al., 2011; LI et al., 2010). Os TLRs, como TLR1, TLR2 e 

TRL4 também ativam a NADPH oxidase, e aumentam a produção de EROs nos fagócitos 

(WEST et al., 2011). 

O estímulo inflamatório lipopolissacarídeo (LPS) é uma endotoxina 

encontrada na membrana externa de bactérias gram-negativas. Esta endotoxina é reconhecida 
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pelos TLR4 e ativa a imunidade inata por estimular as células fagocíticas a produzir as 

citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-1β, o que consequentemente induz o recrutamento de 

neutrófilos ao foco inflamatório (ALVES-FILHO et al., 2010; MEDVEDEV, 

KOPYDLOWSKI, VOGEL, 2000). Um estudo mostrou que a Cg do tipo lambda também 

ativa a imunidade inata dependente do TLR4 (TSUJI et al., 2003). Ademais, outro estímulo 

inflamatório comumente utilizado para promover o recrutamento de neutrófilos em análises in 

vitro, é o glicogênio (LIU et al., 2005; RODRICK et al., 1982). 

O recrutamento leucocitário inicia-se pelo rolamento seguido da adesão 

firme dos leucócitos ao endotélio vascular e finalmente a transmigração para o foco 

inflamatório. O aumento da aderência entre os leucócitos e o endotélio vascular é mediado 

pela expressão de um conjunto de proteínas de membrana denominadas coletivamente de 

moléculas de adesão. Dentre as moléculas envolvidas no rolamento de neutrófilos sobre as 

células endoteliais, destaca-se as selectinas (E e P-selectinas são expressas nas células 

endoteliais e L-selectina expressa nos leucócitos) e seus respectivos ligantes (carboidratos). A 

ligação de selectinas aos carboidratos fornece uma interação fraca entre leucócitos e endotélio 

vascular resultando no rolamento. O rolamento permite a interação e ativação progressiva de 

selectinas que funcionam como moléculas de adesão e receptores, e quando os respectivos 

carboidratos as ativam, ocorre a ativação das integrinas. As integrinas interagem com 

moléculas de adesão da superfamília das imunoglobulinas, como as moléculas de adesão 

intercelular (ICAM) e possivelmente moléculas de adesão vascular (VCAM-1), permitindo a 

adesão firme dos leucócitos ao endotélio e posterior transmigração. Uma vez aderidos, os 

neutrófilos ultrapassam a barreira endotelial por aberturas entre as células endoteliais ou por 

meio destas e se dirigem ao foco de lesão (ZIMMERMAN et al., 1992). 

Citocinas são importantes mediadores da inflamação responsáveis pelo 

recrutamento de leucócitos ao foco inflamatório. Células residentes como macrófagos, 

mastócitos e fibroblastos quando ativadas por estímulos inflamatórios liberam citocinas, 

pequenas proteínas responsáveis pelo recrutamento de células às áreas inflamatórias (LEMOS 

et al., 2009). As citocinas TNFα e IL-1β são cruciais na inflamação, de maneira que estão 

envolvidas em todos os tipos de inflamação (LEMOS et al., 2009; VALÉRIO et al., 2007; 

VERRI et al., 2006a; 2007a; 2008a; 2010; VIEIRA et al., 2009). Sabe-se que, estas citocinas 

aumentam a expressão das moléculas de adesão nas células endoteliais (TSAI et al., 2011). 

O recrutamento de leucócitos é regulado também por outras moléculas, 

como o óxido nítrico (NO), um gás com múltiplas funções, incluindo a inibição da expressão 

das moléculas de adesão nas células endoteliais durante condições inflamatórias, e desta 



23 
 

forma, a redução do rolamento, da adesão e da transmigração de leucócitos ao foco 

inflamatório (TSAO et al., 1996). O NO também induz a interiorização de receptores para 

mediadores quimiotáticos (PAULA-NETO et al., 2011). 

Este gás é biosintetizado pela conversão de L-arginina pela enzima óxido 

nítrico-sintase (NOS) em óxido nítrico, tendo a L-citrulina como subproduto. São conhecidas 

três isoformas de NOS, a óxido nítrico-sintase neuronal (nNOS), a induzida (iNOS), e a 

eNOS, endotelial (WONG; MARSDEN, 1996). Uma vez sintetizado, o NO pode se difundir 

para dentro das células vizinhas, onde ele se liga ao grupo heme da guanilil ciclase solúvel 

para gerar GMPc (guanosina monofosfato cíclico) a partir de GTP (guanosina trifosfato). O 

GMPc ativado se liga a proteínas-alvo incluindo fatores de transcrição, proteínas quinases e 

fosfodiesterases, desencadeando cascatas de sinalização celular (ABRAMSON, 2008). 

O NO nas células endoteliais é produzido pela expressão da enzima 

constitutiva eNOS e vários efeitos adversos estão associados com a diminuição de sua 

disponibilidade (TSAI et al., 2011). Consideráveis evidências indicam que a LDL oxidada 

induz uma disfunção endotelial associada com uma redução da eNOS e aumento da iNOS 

(TSAI et al., 2011). No entanto, a relação entre NO e a inflamação celular é complexa, pois 

enquanto em baixas concentrações é necessário para a homeostasia e tem efeitos protetores, 

em altas concentrações pode ser citotóxico (TSAI et al., 2011). Altos níveis de NO tem a 

oportunidade de reagir diretamente com EROs, especialmente O2
-, levando a formação de 

ONOO, uma molécula tóxica às células endoteliais (TSAI et al., 2011; EISERICH  et al., 

1998).  

A inflamação excessiva pode causar lesões teciduais dependentes de 

metaloproteinases e EROs produzidos pelos neutrófilos, como observado em certas doenças 

inflamatórias, como artrite reumatóide, gota, vasculites, etc. (LEMOS et al., 2009; VERRI et 

al., 2010). Desta forma, a redução do recrutamento de leucócitos, por exemplo, pela inibição 

do estresse oxidativo e a consequente redução da produção das citocinas quimiotáticas ou pelo 

aumento da sinalização do NO no endotélio está associado com benefícios clínicos em 

diversas doenças inflamatórias. 

Os leucócitos no foco inflamatório além de poderem causar lesões teciduais 

podem também contribuir para o desenvolvimento da dor (CUNHA et al., 2008a). Os 

neutrófilos produzem e liberam citocinas pró-inflamatórias, como TNFα que, por sua vez, 

induz a liberação de outras duas citocinas: IL-1β e IL-8 (em humanos) ou CXCL1 (em 

camundongos). A IL-1β promove a ativação de uma enzima denominada ciclooxigenase 

responsável pela produção de prostaglandinas (PGs), e a IL-8 ou a CXCL1 promove a 
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produção local de aminas simpatomiméticas.  A CXCL1 assim como o TNFα também induz a 

liberação IL-1β, seguida da liberação de prostanóides (CUNHA et al., 2005; VERRI et al., 

2006b; 2007b). As PGs e as aminas simpatomiméticas atuam diretamente nos receptores dos 

neurônios sensitivos primários induzindo a sensibilização, o que facilita a despolarização por 

outros mediadores ou estímulos e a possibilidade de hiperalgesia inflamatória (CUNHA et al., 

2005; FERREIRA; NAKAMURA; ABREU CASTRO, 1978).  

A dor é definida pela Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP) 

como uma experiência sensorial e emocional desagradável associada ou não a uma lesão 

tecidual (FLÓREZ, 1993). De maneira simplista, há dois tipos de dor: a primeira informa 

rapidamente que os estímulos do meio ambiente agridem ou colocam em perigo a integridade 

física do animal, e a segunda informa a presença de alguma disfunção orgânica, ou seja, uma 

inflamação ou uma neuropatia. A dor de origem inflamatória resulta basicamente da interação 

entre o tecido danificado e os neurônios sensoriais nociceptivos periféricos por meio da 

participação de mediadores inflamatórios, alguns mediadores apenas sensibilizam a resposta 

nociceptiva (FERREIRA et al., 2009). 

A dor possui um sistema neuronal próprio, denominado sistema nociceptivo. 

O sistema nociceptivo possui fibras nervosas características distribuídas nos tecidos, as fibras 

nociceptivas conhecidas como A-delta e C estão associadas à inflamação e são, quando 

sensibilizadas, capazes de transduzir estímulos mecânicos, térmicos ou químicos em impulsos 

elétricos, que serão transmitidos ao sistema nervoso central (SNC) (FERREIRA et al., 2009). 

As fibras sensoriais periféricas se dirigem para o SNC de forma organizada, e o centro 

metabólico de cada célula neuronal está localizado em seu corpo celular, presente no gânglio 

da raiz dorsal. De cada gânglio da raiz dorsal sai um prolongamento axônico que se divide em 

dois troncos, sendo que um deles se dirige para os tecidos periféricos e o outro para a medula 

espinal – no caso dos nervos espinais – ou para o tronco encefálico – no caso dos nervos 

cranianos (DEVOR, 1999). Dessa forma, a informação sensorial percorre um longo caminho 

desde a estimulação periférica, passa pelo gânglio da raiz dorsal e chega à medula espinal, por 

onde terá acesso aos centros superiores de processamento. As fibras sensoriais entram na 

medula espinal pelo lado dorsal e fazem sinapse com neurônios secundários em regiões 

medulares bem definidas, conhecidas como lâminas de Rexed (WILLIS; COGGESHALL, 

1991). A ativação dos neurônios subsequentes conduz a informação até o SNC supra-espinal, 

onde será analisada e interpretada em locais específicos no córtex, lugar em que a dor é 

finalmente percebida (PRADO, 1999). 
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O aumento da sensibilidade neuronal é uma característica importante da dor 

inflamatória, pois é nesse fenômeno que a maioria dos analgésicos anti-inflamatórios atua. A 

IASP define a sensibilização dos nociceptores em duas categorias: alodinia - resposta 

dolorosa a um estímulo que antes não era doloroso - e hiperalgesia - resposta dolorosa 

aumentada a um estímulo previamente doloroso. Um ponto importante em relação à indução 

da hiperalgesia inflamatória é que a liberação dos mediadores respeita uma hierarquia 

temporal de liberação e de ação. Os mediadores inflamatórios liberados durante a resposta 

imune inata podem ser divididos em dois grupos: os mediadores hiperalgésicos 

intermediários ou indiretos como as citocinas (exemplos: TNFα, IL-1β e IL-8) e 

os mediadores hiperalgésicos finais ou diretos como as PGs e as aminas simpáticas 

(FERREIRA et al., 2009). 

Mediadores finais como a PGE2 interagem com seus receptores específicos 

nos neurônios aferentes primários, promovendo modificações moleculares responsáveis pela 

sensibilização dos nociceptores. A PGE2 pode atuar por meio da sensibilização de 

nociceptores que estão normalmente silenciosos durante o processo inflamatório, ou por 

facilitar a despolarização induzida por outros mediadores químicos, térmicos ou mecânicos.  

Essa facilitação da despolarização neuronal resulta da ativação dos receptores para PGE2 

acoplados à proteína G, que estimulam a adenilato ciclase (Ac) com consequente ativação da 

proteína quinase dependente de AMPc/PKA (adenosina monofosfato cíclico/proteína quinase 

dependente de AMPc), a qual fosforila canais de sódio e de potássio diminuindo o limiar de 

ativação da célula neuronal, ou seja, causa a sensibilização neuronal (GOLD et al., 1996; 

1996b; KHASAR et al., 1998). Todavia, o aumento intracelular de sódio e o fechamento dos 

canais de potássio induzido pela PGE2 não é suficiente para a despolarização do neurônio, 

mas facilita a despolarização induzida por outros mediadores e estímulos. Em suma, 

mediadores finais causam a sensibilização dos nociceptores e a sua produção está 

intimamente relacionada com a produção prévia de mediadores intermediários como as 

citocinas pró-inflamatórias (VERRI et al., 2006b). 

Além das citocinas pró-inflamatórias existe a participação de outras 

moléculas pró-nociceptivas como o peptídeo endotelina (ET-1). A ET-1 medeia a hiperalgesia 

induzida por citocinas como TNFα, IL-1β, IL-18, IL-15, IL-12 e IL-33 e a hiperalgesia 

induzida pela ET-1 depende pelo menos parcialmente da produção de PGE2 (VERRI et al., 

2005, 2006a, 2008b). 

Neste contexto, a dor inflamatória pode ser controlada por substâncias que 

previnem a sensibilização dos nociceptores, por inibirem a produção ou ação de mediadores 
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hiperalgésicos intermediários ou finais, ou por substâncias que bloqueiam a sensibilização dos 

nociceptores já instalada, como os opióides e a dipirona (FERREIRA et al., 2009). 

Drogas que atuam diretamente, bloqueando a sensibilização dos 

nociceptores já instalada como a morfina e a dipirona, aumentam os níveis intracelulares de 

NO, produzido pela ativação da enzima nNOS, o qual ativa a enzima guanilato ciclase (Gc) 

com consequente produção de GMP. O AMPc está envolvido na gênese da hiperalgesia 

inflamatória, enquanto o aumento de GMPc induz efeitos opostos aos do AMPc. Assim, a 

ativação da via L-arginina/NO/GMPc modula a atividade de canais iônicos, restabelecendo a 

excitabilidade neuronal normal (AGUIRRE-BAÑUELOS; GRANADOS-SOTO, 1999; 

DUARTE; FERREIRA, 1992; SACHS; CUNHA; FERREIRA, 2004). Evidências indicam 

que a administração de doadores de NO reduzem a hiperalgesia induzida por mediadores que 

sensibilizam diretamente os nociceptores, como a PGE2 (KEEBLE; MOORE, 2002; BOLLA 

et al., 2006). 

A ativação da via L-arginina/NO/GMPc contrapõe a sensibilização dos 

nociceptores, por promover a abertura de canais de potássio sensíveis ao ATP (K+ATP)  o que 

permite a saída deste íon da célula neuronal, equilibra o aumento do potencial de membrana, 

evita a despolarização, ou seja, reduz a hiperalgesia. A abertura desses canais de potássio 

ocorre via fosforilação da proteína quinase dependente de GMPc, PKG, a qual é ativada pelo 

GMPc (SACHS; CUNHA; FERREIRA, 2004). Estes resultados são corroborados por achados 

eletrofisiológicos em neurônios nociceptivos primários, onde se demonstrou que a modulação 

de canais K+ATP pelo GMPc reduz a sensibilização neuronal induzida pela PGE2 (CHI; 

JIANG; NICOL, 2007). Outros estudos, indicam que a ativação da via L-arginina/NO/GMPc 

pode também reduzir a dor por meio da liberação endógena de NO na vasculatura nervosa, 

corrigindo indiretamente o potencial de membrana do nervo e a geração de impulsos pelo 

aumento do fluxo sanguíneo e do aporte de oxigênio e nutrientes às células nervosas 

(HANCOCK; RIEGGER-KRUGH, 2008). 

Os opióides reduzem a hiperalgesia por dois mecanismos: inibição da 

adenilato ciclase (Ac), e desta forma, neutralizam a hiperalgesia induzida pela PGE2, e 

perifericamente pela ativação da via PI3Kγ/AKT/nNOS/NO/PKG/KATP (CUNHA et al., 

2010a). Esta via periférica da morfina se inicia pela ação direta nos neurônios nociceptivos 

primários, pela ativação dos mediadores PI3Kγ/ proteína quinase B (AKT), e 

consequentemente a ativação da enzima nNOS e produção de NO, que induz a abertura dos 

canais K+ATP, e reverte a sensibilização dos neurônios nociceptivos primários devido a 



27 
 

PGE2. Estes efeitos estão associados com a hiperpolarização dos nociceptores, restauração dos 

potenciais de membrana e logo, a redução da excitabilidade neuronal (CUNHA et al., 2010a). 

Embora estes estudos sugerem o NO como um mediador analgésico, o papel 

do NO no sistema nociceptivo é controverso. De fato, dependendo do nível das vias 

nociceptivas (central ou periférica) e da quantidade de NO, este pode ter efeitos anti-

hiperalgésico ou hiperalgésico. Por exemplo, na medula espinal, baixas e altas concentrações 

de NO causam anti-hiperalgesia e hiperalgesia respectivamente (SOUSA; PRADO, 2001). 

Flavonóides e outros compostos fenólicos oriundos do metabolismo 

secundário das plantas são moléculas complexas, os quais têm sido relatados diversas 

atividades farmacológicas importantes, tais como inibem o estresse oxidativo, a inflamação 

e/ou produção de citocinas, a hiperalgesia mecânica e térmica por ativar o sistema opióide 

endógeno e/ou por inibir a produção de citocinas hiperalgésicas (CASAGRANDE et al., 

2006a;  DE CAMPOS-BUZZI et al., 2006; FILHO et al., 2008; GEORGETTI et., 2007; 

HEIDARI et al., 2009; KUPELI et al., 2006; MOHAMAD et al., 2010; NARAYANAN et al., 

2007; PEREIRA-DA-SILVA; PAZ-PARENTE, 2002; SANNIGRAHI et al., 2011; SOUTO et 

al., 2011; VALÉRIO et al., 2009a; VICENTINI et al., 2011). No entanto, apesar do 

conhecimento da presença de flavonóides no extrato de T. sinapou e dos efeitos e mecanismos 

de ação dos flavonóides, ainda não há estudos que relatem os mecanismos de atividade 

antioxidante e evidências de atividade anti-inflamatória e analgésica neste extrato. 

A OMS (2000) recomenda o desenvolvimento de pesquisas que visem o 

aproveitamento do potencial terapêutico da flora nacional, de forma a diminuir o número de 

excluídos dos sistemas governamentais de saúde. Os medicamentos fitoterápicos têm ganhado 

atenção especial em todo o mundo, e o Brasil possui a maior biodiversidade do planeta, com 

flora equivalente a mais de 56 mil espécies de plantas catalogadas. Acredita-se que cerca de 

metade dos medicamentos disponíveis no mercado foram originados direta ou indiretamente 

de produtos naturais (BALUNAS; KINGHORN, 2005). Neste contexto, a investigação de 

produtos naturais torna-se uma importante alternativa para o tratamento de doenças, 

principalmente em países em desenvolvimento. Assim, considerando o aumento do interesse 

mundial por produtos de origem natural e a presença no Brasil de uma flora rica em 

substâncias com potencial utilização na clínica, uma abordagem promissora seria a utilização 

na terapêutica de extratos de plantas, encontradas no Brasil, ricos em substâncias com 

potenciais atividades farmacológicas, tal como o extrato de T. sinapou. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVOS GERAIS 

 

Determinar os mecanismos de ação antioxidante in vitro do extrato acetato 

de etila (EAE) de T. sinapou e investigar se o tratamento com o extrato apresenta efeitos anti-

inflamatórios e analgésicos em camundongos, bem como os mecanismos de ação envolvidos. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 1- Determinar os mecanismos antioxidantes in vitro do EAE de T. 

sinapou utilizando metodologias que avaliam: potencial redutor, 

capacidade sequestradora de radicais livres aniônicos (DPPH) e 

catiônicos (ABTS+), inibição da lipoperoxidação independente e 

dependente de ferro e atividade queladora de ferro. 

 2- Avaliar o efeito do tratamento com o extrato de T. sinapou no 

recrutamento de leucócitos totais e neutrófilos induzido pelos estímulos 

inflamatórios: Cg, zimosan, LPS e glicogênio em camundongos. 

  3- Determinar o papel das citocinas, TNFα e IL-1β, no tratamento com o 

extrato de T. sinapou utilizando o estímulo inflamatório Cg (via 

intraperitoneal) em camundongos. 

 4- Determinar o papel da síntese do óxido nítrico frente ao recrutamento 

de leucócitos no tratamento com o extrato de T. sinapou utilizando o 

estímulo inflamatório Cg, em camundongos. 

 5- Avaliar os efeitos do tratamento com o extrato de T. sinapou no 

comportamento nociceptivo de contorções abdominais induzido por 

ácido acético e fenil-p-benzoquinona, e no comportamento de nocicepção 

manifesta de número de flinches e tempo de lambida induzido pela 

formalina e CFA (adjuvante completo de Freund) em camundongos. 

 6- Avaliar os efeitos do tratamento com o extrato de T. sinapou na 

hiperalgesia mecânica induzida por: Cg, prostaglandina E2 (pré-

tratamento) e CFA (pós-tratamento) e nos níveis das citocinas, TNFα e 

IL-1β, induzidas pela Cg (via intraplantar), em camundongos. 

 7- Avaliar o efeito do tratamento com o extrato de T. sinapou na 
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nocicepção térmica. 

 8- Investigar se os efeitos do tratamento com o extrato de T. sinapou na 

hiperalgesia mecânica e térmica e no recrutamento de neutrófilos 

induzido pela Cg em camundongos são dependentes de receptores 

opióides. 

9- Determinar se o tratamento com o extrato de T. sinapou induz efeitos 

tóxicos/adversos por meio dos níveis de enzimas hepáticas e se altera o 

desempenho locomotor em camundongos. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 MATERIAIS 

 

3.1.1 Drogas e Reagentes 

 

Ácido tiobarbitúrico (TBA), ácido linoléico, CFA, prostaglandina E2 

(PGE2), fenil-p-benzoquinona (PBQ), dexametasona, dipirona, tween 80, dimetilsulfóxido 

(DMSO), hidrocloreto de naloxona, brometo de hexadeciltrimetilamônio, 2,4,6 tripiridil-S-

triazina (TPTZ), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-

ácido sulfônico) (ABTS), Nω-Nitro-L-arginina metil éster hidrocloreto (L-NAME), 

dihidrocloreto de o-dianisidina, zimosan, tris e Trolox foram obtidos da Sigma Chemical Co. 

(St. Lowis, MO, USA). Carragenina (Cg) da FMC Corporation (Filadéldia, PA, USA) e LPS 

da Cayman (Ann Arbor, MI, USA). Batofenantrolina (BPS) e quercetina de 95% pureza da 

Acros (Pittsburgh, PA, USA). Glicogênio, formalina e ácido acético foram obtidos da Merk 

(Darmstadt, Alemanha). Sulfato de morfina da Cristália (Itapira, SP, Brasil), indometacina da 

Prodome Química e Farmacêutica (São Paulo, SP, Brasil) e prednisolona da Ouro fino 

(Cravinhos, SP, Brasil). Kits de ELISA para determinar TNFα e IL-1β da eBioscience (San 

Diego, CA , USA). Tween 20, fosfato de potássio mono e dibásico, acetato de sódio, e sulfato 

ferroso amoniacal da Labsynth (Diadema, SP, Brasil). NaOH, citrato de sódio, H2O2 e 

metanol da Biotec (Curitiba, PR, Brasil). H3PO4, KOH e FeCl3.6H2O da Vetec (Rio de 

Janeiro, RJ, Brasil). KCl e etanol da Dinâmica (Diadema, SP, Brasil). Propilenoglicol, n-

butanol da Nuclear (Diadema, SP, Brasil). Sulfato de potássio de Neon (São Paulo, SP, 

Brasil). EDTA da CAAL (São Paulo, SP, Brasil). HCl da F. Maia (Cotia, SP, Brasil). 

 

3.1.2 Material Vegetal 

 

A espécie Tephrosia sinapou (Buc'hoz) A. Chev., da família Fabaceae, foi 

cultivada e coletada na fazenda Santa Elisa do Instituto Agronômico de Campinas (IAC), São 

Paulo, Brasil por S. Myasaka. A identificação foi realizada por A. K. Pastorek em junho de 

2005, e o voucher da espécie foi guardado no IAC protegido pelo número de identificação: 

17211. 
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3.1.2.1 Preparação do extrato  

 

O extrato acetato de etila (EAE) de T. sinapou foi preparado no Laboratório 

de Pesquisa de Moléculas Bioativas, Departamento de Química da UEL. Primeiramente, as 

raízes de T. sinapou foram secas em estufa com ar circulante e moídas utilizando-se moínho 

de facas. O pó obtido (8,9 kg) foi submetido à maceração exaustiva a frio com acetato de 

etila, durante 10 dias com ciclos de 48 horas. O EAE foi lavado exaustivamente com metanol, 

e seguido de posterior evaporação em evaporador rotativo (conteúdo final de 58,7 g).  

 

3.1.2.2 Caracterização fitoquímica do extrato 

 

As análises fitoquímicas preliminares do EAE de T. sinapou foram 

realizadas no Laboratório de Pesquisa de Moléculas Bioativas, do Departamento de Química 

da UEL, coordenados pelo professor César Cornélio Andrei. As análises foram realizadas por 

Ressonância Magnética Nuclear e espectrometria de massa e mostraram a presença de 

flavonóides: 1) um novo biflavonóide nomeado de toxicarina, constituído por unidade de 

glabrarina e 5-O-metilnitenina; 2) flavanona: 7-O-metilglabranina; 3) rotenóides: tephrosina, 

rotenolona, deguelina, 6-oxo-6a,12a-dehidrodeguelina, 6a,12a-dehidrorotenona, rotenona e 

vilosona; 4) flavonols: tephrowatsina A e quercetol B.  Outros compostos identificados foram: 

1) pterocarpan:  flamichapparin B; 2) cumarinas: ácido 2,3-dihidro-p-cumárico. Dois novos 

compostos foram identificados, um substituto benzaldeído e uma chalcona (ANDREI et al., 

manuscrito em preparação) 

 

3.1.3 Animais 

 

Os experimentos foram realizados com camundongos Swiss machos adultos 

pesando de 20 a 25 g, provenientes do biotério central da UEL, e mantidos no Biotério do 

Departamento de Ciências Patológicas da UEL pelo menos dois dias antes dos experimentos. 

Em ambos os biotérios foi utilizado ciclo de claro/escuro (12/12 h), com temperatura 

ambiente controlada e os animais foram mantidos em gaiolas plásticas claras padrão, com 

livre acesso a água e ração. Todos os experimentos foram realizados entre 9:00 am e 5:00 pm 

em salas com temperatura ambiente controlada. Os experimentos foram realizados de acordo 

com as normas estabelecidas pelo comitê de ética em experimentação animal da UEL, número 

do processo 31468.2010.84, e conduzidos de forma a minimizar o número e o sofrimento dos 
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animais utilizados. 

 

3.2 MÉTODOS 

 

3.2.1 Avaliação da Atividade Antioxidante 

 

3.2.1.1 Determinação do poder redutor 

 

O poder de redução do EAE de T. sinapou foi avaliado pelo teste FRAP 

(poder antioxidante de redução do ferro), segundo Sanchez-Gonzalez et al. (2005). O reagente 

de FRAP foi preparado como segue: 2,5 mL de uma solução 10 mM de TPTZ em HCl 40 mM 

foram adicionados a 2,5 mL de FeCl3.6H2O 20 mM e 25 mL de tampão acetato 0,3 mM (pH 

3,6). Esta solução foi incubada a 37 °C por 30 minutos antes do uso. O EAE de T. sinapou foi 

diluído com DMSO, obtendo-se a concentração de 1,25 mg/mL. Alíquota de 10 μL desta 

amostra foi adicionada a 900 µL do reagente FRAP preparado previamente, e 90 µL de água 

deionizada. Foi obtida, no meio reacional, a concentração de 12,5 μg/mL do extrato de T. 

sinapou. O aumento da absorvância foi mensurado após 30 minutos de incubação a 37 °C em 

595 nm. O branco foi constituído de 900 µL do reagente FRAP e 100 µL de água deionizada. 

Para comparação do poder redutor do extrato de T. sinapou utilizou-se 10 μL de amostras de 

Trolox (0,4 - 2 mmol/L), a forma hidrossolúvel da vitamina E, diluído com auxílio de etanol. 

As concentrações de Trolox obtidas no meio reacional, e utilizadas para curva de calibração 

foram de 4-20 μmol/L. Todas as amostras foram analisadas em triplicata. O resultado foi 

expresso como capacidade antioxidante equivalente ao Trolox em: μmol/L de Trolox/ μg/mL 

de extrato. 

 

3.2.1.2  Determinação da atividade sequestradora do radical livre carregado negativamente, 

DPPH 

 

A atividade sequestradora do radical estável DPPH foi determinada pelo 

decaimento da absorvância mensurado em 517 nm (BLOIS, 1958; CASAGRANDE et al., 

2007). O EAE de T. sinapou foi diluído com auxílio de DMSO e depois em solução de 

etanol/propilenoglicol (50:50, v/v), obtendo-se concentrações entre 1,25 - 40 mg/mL do 

extrato. Alíquotas de 50 μL destas amostras do extrato foram adicionadas ao meio reacional 

contendo 1 mL de tampão acetato 0,1 M (pH 5,5), 1 mL de etanol e 0,5 mL de solução 
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etanólica de DPPH 250 μM. Obteve-se no meio reacional concentrações entre 25 - 800 

µg/mL do extrato. A mudança na absorvância foi medida após 20 minutos de incubação à 

temperatura ambiente em 517 nm. O controle positivo foi preparado com 50 μL do veículo 

utilizado para diluir o extrato de T. sinapou e o branco constituído de 1 mL de tampão acetato 

0,1 M (pH 5,5) e 1,5 mL de etanol. Para controle do extrato de T. sinapou utilizou-se 50 μL 

de amostras do flavonóide quercetina (5 e 500 µg/mL), diluído com auxílio de propilenoglicol 

e depois em etanol. As concentrações da quercetina obtidas no meio reacional foram de 0,1 - 

10 µg/mL. Todas as amostras foram analisadas em triplicata. A capacidade sequestradora do 

radical DPPH foi calculada pela seguinte equação: 

Equação I: % atividade = (1- absorvância amostra / absorvância do controle 

positivo) x 100. 

 

3.2.1.3  Determinação da atividade sequestradora do radical livre carregado positivamente, 

ABTS+ 

 

A atividade sequestradora do radical livre ABTS+ foi determinada pelo 

decaimento da absorvância mensurado em 730 nm conforme descrito por Sánchez-Gonzalez 

et al. (2005). O cátion ABTS+ foi produzido reagindo 7 mM de solução de ABTS com 2,45 

mM de persulfato de potássio. Esta solução foi armazenada em frasco âmbar e em 

temperatura ambiente por no mínimo 16 horas antes do uso. Para a reação, a solução de 

ABTS+ foi diluída com tampão fosfato 20 mM (pH 7,4) até uma absorvância de 0,7 a 730 nm. 

O EAE de T. sinapou foi diluído com DMSO, obtendo-se concentrações entre 0,5 - 10 

mg/mL. Alíquotas de 100 μL destas amostras do extrato de T. sinapou foram adicionadas a 4 

mL da solução ABTS+ diluída. Foram obtidas, no meio reacional, concentrações entre 12,5 - 

250 µg/mL do extrato de T. sinapou. A mudança da absorvância foi mensurada após 6 

minutos de incubação à temperatura ambiente. O controle positivo foi preparado com 10 μL 

de DMSO em 4 mL da solução ABTS+ diluída e o branco constituído de tampão fosfato 20 

mM (pH 7,4). Para controle do extrato de T. sinapou utilizou-se 10 μL de amostras do 

flavonóide quercetina (40 - 800 µg/mL), diluído com auxílio de propilenoglicol e depois em 

etanol. As concentrações da quercetina obtidas no meio reacional foram de 0,1 - 2 µg/mL. 

Todas as amostras foram analisadas em triplicata. A atividade sequestradora do radical 

ABTS+ foi calculada pela equação I. 

 

 



34 
 

3.2.1.4 Determinação da atividade inibidora da LPO independente de Fe2+  

 

A atividade inibidora da LPO independente de Fe2+ foi determinada pela 

diminuição da formação de hidroperóxido lipídico, um produto primário da peroxidação 

lipídica (LINGNERT et al., 1979). O EAE de T. toxicaria foi diluído com auxílio de DMSO e 

depois em solução de etanol/propilenoglicol (50:50, v/v), obtendo-se concentrações entre 0,05 

- 16 mg/mL do extrato. Preparou-se a emulsão de ácido linoléico 10 mM, em tampão fosfato 

0,1 M (pH 6,5), com auxílio de tween 20. Em 2 mL desta emulsão foram adicionados 20 L 

de amostra do extrato. Foram obtidas, no meio reacional, concentrações entre 0,5 - 160 µg/mL 

do extrato. A determinação de hidroperóxidos lipídicos foi realizada antes e após a incubação 

da emulsão, a 37ºC por 8 horas. Assim, 0,2 mL da emulsão incubada ou não foram 

adicionados em 2 mL de metanol e 6 mL de metanol 60% e a absorvância foi determinada por 

espectrofotometria em 234 nm. O controle positivo foi preparado com 20 µL do veículo 

[DMSO e etanol/propilenoglicol (50:50, v/v)] e o branco constituído de tampão fosfato 0,1 M 

(pH 6,5) com tween 20. Para controle do extrato de T. sinapou utilizou-se 20 μL de amostras 

de quercetina (4 - 160 µg/mL), diluída com auxílio de propilenoglicol e depois em etanol. As 

concentrações da quercetina obtidas no meio reacional foram de 0,04 - 1,6 µg/mL. Todas as 

amostras foram analisadas em triplicata. A atividade inibidora da LPO independente de Fe2+ 

foi calculada pela seguinte equação: 

Equação II: % atividade = 1- (absA após incubação - absA sem incubação)  

                                          / (absC após incubação - absC sem incubação) x 100. 

Onde: absA é a absorvância da amostra e absC é a absorvância do controle positivo. 

 

3.2.1.5 Determinação da atividade inibidora da LPO dependente de Fe2+  

 

A atividade inibidora da LPO induzida por Fe2+ foi determinada pela 

diminuição da formação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), como por 

exemplo, o malondialdeído (MDA), um produto secundário da peroxidação lipídica (BUEGE; 

AUST, 1978; RODRIGUES et al., 2002; CASAGRANDE et al., 2006b). O EAE de T. 

sinapou foi diluído com auxílio de DMSO e depois em solução de etanol/propilenoglicol 

(50:50, v/v), obtendo-se concentrações entre 0,05 - 8 mg/mL. Foram adicionados em 1 mL de 

meio de reação (130 mM de KCl e 10 mM de tris-HCl, pH 7,4), 2 mM de citrato de sódio, 20 

L de amostra do extrato de T. sinapou, suspensão de mitocôndria correspondente a 1 mg de 
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proteína e 50 M de sulfato ferroso amoniacal. Foram obtidas, no meio reacional, 

concentrações entre 1-160 µg/mL do extrato de T. sinapou. A reação foi incubada a 37°C por 

30 minutos. Para determinação das TBARS formadas, 1 mL de ácido tiobarbitúrico (TBA) 

1% preparado em 50 mM de NaOH, 0,1 mL de NaOH 10 M e 0,5 mL de H3PO4 20% foram 

adicionados, e em seguida incubou-se a reação por 20 minutos a 85°C. As TBARS foram 

extraídas com 2 mL n-butanol, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos, e 

a absorvância do sobrenadante foi determinada por espectrofotometria em 535 nm. O controle 

positivo foi preparado com 20 μL do veículo utilizado para diluir o extrato e o controle 

negativo preparado sem o extrato e sem o ferro. O branco foi preparado com a mistura da 

reação sem mitocôndria. Para controle do extrato de T. sinapou utilizou-se 10 μL de amostras 

de quercetina (4 - 250 µg/mL), diluída com auxílio de propilenoglicol e depois em etanol. As 

concentrações da quercetina obtidas no meio reacional foram de 0,04 - 2,5 µg/mL. Todas as 

amostras foram analisadas em triplicata. A atividade inibidora da LPO induzida por Fe2+ foi 

calculada pela equação III: 

% atividade = [1- absorvância amostra / (absorvância do controle positivo - 

absorvância do controle negativo)] x 100. 

 

3.2.1.5.1 Isolamento de mitocôndrias de fígados de ratos  

 

As mitocôndrias utilizadas nos experimentos foram fornecidas pelo 

laboratório de bioquímica da Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto. Ratos 

Wister machos pesando aproximadamente 200 g, provenientes do biotério Central da USP de 

Ribeirão Preto, foram mortos por deslocamento cervical, o fígado foi removido e colocado no 

meio de homogeneização (meio I) contendo 250 mM de sacarose, 1 mM de EGTA e 10 mM 

de Hepes-KOH pH 7,4. O fígado foi homogeneizado em Potter-Elvehjem-Reostato com 

aproximadamente 40 mL do meio I e a suspensão obtida foi centrifugada a 580 g por 5 

minutos em centrífuga refrigerada. O sobrenadante resultante foi novamente centrifugado a 

10300 g por 10 minutos e o precipitado obtido foi ressuspendido em 10 mL do meio II 

contendo 250 mM de sacarose, 0,3 mM de EGTA e 10 mM de Hepes-KOH pH 7,4. Após 

centrifugação a 3400 g por 15 minutos, o sedimento final contendo as mitocôndrias isoladas, 

foi suspenso em 1 mL do meio III contendo 250 mM de sacarose e 10 mM de Hepes-KOH pH 

7,4 (CAIN; SKILLETER, 1987). O conteúdo de proteína mitocondrial foi determinado pelo 

método de Biureto (GORNAL; BARDAWILL; DAVID, 1949) 
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3.2.1.6 Determinação da atividade queladora de Fe2+  

 

A batofenantrolina (BPS) é um forte quelador de Fe2+ e forma um complexo 

colorido quando ligada a este íon. A atividade queladora de Fe2+ foi determinada pela 

diminuição da formação do complexo Fe2(BPS)3 por meio do decaimento da absorvância 

mensurado em 530 nm e 700 nm (BOLANM; ULVIK, 1987). O extrato de T. sinapou foi 

diluído com auxílio de DMSO e depois em solução de etanol/propilenoglicol (50:50, v/v), 

obtendo-se concentrações entre 12,5 - 200 mg/mL do extrato. Em 2 mL de meio de reação 

(130 mM de KCl e 10 mM de tris-HCl pH 7,4), foram adicionados 50 μmol/L de sulfato 

ferroso amoniacal e 20 L do EAE de T. sinapou. Foram obtidos no meio reacional 

concentrações entre 0,125 - 2 mg/mL do extrato. Após 15 minutos de incubação à temperatura 

ambiente 0,2 mM de BPS foram adicionados. Em seguida incubou-se novamente por 15 

minutos à temperatura ambiente e a absorvância determinada em 530 e 700 nm 

(CASAGRANDE et al., 2006b). O controle positivo foi preparado com 20 L do veículo e o 

branco constituído do meio de reação e Fe2+. Para controle do extrato de T. sinapou utilizou-

se 20 μL de amostras de quercetina (100 - 4000 µg/mL), diluída com auxílio de 

propilenoglicol e depois em etanol. As concentrações da quercetina obtidas no meio reacional 

foram de 1 - 4 µg/mL. Todas as amostras foram analisadas em triplicata. A atividade 

queladora de Fe2+ foi calculada pela equação I. 

 

3.2.2 Avaliação da Atividade Anti-inflamatória  

 

3.2.2.1 Recrutamento leucocitário 

 

3.2.2.1.1 Recrutamento de leucócitos para a cavidade peritoneal 

 

A quantificação da migração de leucócitos totais e de neutrófilos para a 

cavidade peritoneal de camundongos foi avaliada segundo Valério et al. (2007). Os animais 

foram tratados via intraperitoneal (i.p.) com o EAE de T. sinapou (10-100 mg/kg, 0,1 mL/10 g 

de peso do animal) ou veículo utilizado para diluir o extrato (20% de Tween 80 em salina, 0,1 

mL/10 g de peso do animal) de forma a eliminar a hipótese do veículo interferir na atividade 

farmacológica, 30 minutos antes da administração do estímulo inflamatório, Cg (500 

g/cavidade, diluída em salina e administrada no volume de 200 L por animal). O grupo 



37 
 

controle foi tratado via oral (v.o.) com prednisolona (4 µmol/kg diluído em salina, e 

administrado no volume de 100 L por animal) 30 minutos antes da administração de Cg (500 

g/cavidade). O controle negativo da inflamação foi a injeção i.p. de salina (200 µL).  

Foi avaliado também, em outro experimento se o EAE de T. sinapou (100 

mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal) reduz o recrutamento de leucócitos totais e de 

neutrófilos para a cavidade peritoneal induzido por outros estímulos inflamatórios, 

administrados i.p.: zimosan (100 µg/cavidade, diluído em salina e administrado no volume de 

200 L), LPS (100 ng/cavidade, diluído em salina e administrado no volume de 200 L) e 

glicogênio (25 mg/cavidade, diluído em salina e administrada no volume de 500 L). O 

controle negativo foi à injeção i.p. de salina (200 µL para zimosan e LPS e 500 L para 

glicogênio).  

Em outro experimento os animais foram tratados via subcutânea (s.c.) com 

L-NAME, um inibidor da óxido nítrico sintase (10-100 mg/kg, diluído em salina, 

administrado no volume de 100 µL por animal) ou salina (100 µL) 30 minutos antes do 

tratamento i.p. com o extrato de T. sinapou (100 mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal) ou 

veículo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal). Depois de 30 minutos 

do tratamento com o extrato ou veículo os animais receberam o estímulo, Cg (500 

g/cavidade, diluída em salina e administrada no volume de 200 L por animal). O controle 

negativo da inflamação foi à injeção i.p. de salina (200 µL) e a droga controle foi a 

prednisolona (4 µmol/kg, 30 minutos antes da Cg). 

Seis horas após a injeção de Cg, zimosan, LPS ou glicogênio, os animais 

foram terminalmente anestesiados, e os exsudatos peritoniais foram colhidos com a 

introdução de 2 mL de tampão fosfato salino (PBS) contendo 1mM de EDTA. A contagem de 

leucócitos totais foi realizada em câmera de Neubauer utilizando solução de Turk e a 

contagem diferencial foi realizada após coloração pela técnica de Rosenfeld e as células foram 

diferenciadas em microscópio óptico por meio da objetiva de imersão em óleo (aumento de 

1000x). Os resultados foram expressos como número de leucócitos totais ou neutrófilos 

(VALÉRIO et al., 2007). 

 

3.2.2.1.2 Recrutamento de neutrófilos para o tecido subcutâneo plantar 

 

A quantificação da migração de neutrófilos para o tecido subcutâneo plantar 

foi realizada indiretamente pela atividade da mieloperoxidase (MPO) baseando-se na técnica 
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primeiramente descrita por Bradley et al. (1982). Neste experimento os animais receberam 

inicialmente a injeção s.c. de naloxona, um antagonista de receptor opióide, (0,1-1 mg/kg, 

diluído em salina, administrado no volume de 100 µL por animal) ou salina (100 µL) 1 hora 

antes do tratamento  i.p. com o EAE de T. sinapou (100 mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do 

animal), veículo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal) ou morfina (5 

mg/kg, diluída em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal). Após 30 minutos destes 

tratamentos os animais receberam a injeção intraplantar (i.pl.) do estímulo, Cg (100 µg/pata, 

diluída em salina, administrada no volume de 25 µL por animal). E 5 horas após a injeção do 

estímulo, amostras dos tecidos subcutâneos plantares foram coletadas em tampão fosfato de 

potássio 50 mM (pH 6,0), contendo 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamônio e mantidas 

a - 80 °C até o uso. As amostras foram homogeneizadas com auxílio do ultra turrax (IKA 

T10), seguida de centrifugação (2 minutos, 16.100 g) a 4 ºC. A dosagem da MPO foi realizada 

por reação colorimétrica cinética, na qual em uma placa de 96 poços foi adicionada uma 

alíquota do sobrenadante da amostra (7 μL). Posteriormente, adicionou-se 200 μL de tampão 

fosfato 50 mM (pH 6,0) contendo 0,167 mg/mL de o-dianisidina e 0,015% de H2O2 e a 

atividade de MPO foi determinada em 450 nm, realizando-se 3 leituras em 1 minuto. A 

atividade de MPO das amostras foi comparada com uma curva padrão de neutrófilos, de 

concentração conhecida. Os resultados foram expressos como atividade da MPO (número de 

neutrófilos/mg de tecido da pata). 

 

3.2.2.2 Produção de citocinas 

 

Os níveis das citocinas hiperalgésicas TNFα e IL-1 foram determinados 

conforme previamente descrito por Verri et al. (2007), por enzimamunoensaio (ELISA) de 

acordo com as instruções de uso do fabricante (eBioscience).  Para dosagem destas citocinas 

em amostras peritoneais, os animais receberam tratamento i.p. com o EAE de T. sinapou (100 

mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal) ou veículo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g 

de peso do animal) 30 minutos antes da administração do estímulo inflamatório, Cg (500 

g/cavidade, diluída em salina e administrada no volume de 200 L por animal). No grupo 

controle negativo da inflamação foi injetado apenas salina (200 µL). Após 2 horas da injeção 

da Cg, os animais foram terminalmente anestesiados, e os exsudatos peritoneais foram 

colhidos pela introdução de 1 mL de PBS contendo 1mM de EDTA, centrifugados (10 

minutos, 4830 g, 4 ºC) e os sobrenadantes analisados por ELISA.  

Para dosagem de citocinas em amostras de tecidos subcutâneos plantares, os 
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animais receberam tratamento i.p. com o EAE de T. sinapou (100 mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso 

do animal), veículo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal) ou 

dexametasona (Dexa, 2 mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal) 30 minutos antes da 

administração i.pl. do estímulo inflamatório, Cg (100 g/pata, diluída em salina e 

administrada no volume de 25 µL por animal). O grupo controle negativo recebeu a injeção 

i.pl. de 25 L salina. Após 2 horas da injeção da Cg, os animais foram terminalmente 

anestesiados, e amostras dos tecidos subcutâneos plantares foram coletadas em 1 mL de PBS 

contendo 1 mM de EDTA, trituradas com auxílio do ultra turrax (IKA T10), centrifugadas (10 

minutos, 4830 g, 4 ºC) e os sobrenadantes analisados por ELISA. 

Resumidamente, placas de microtitulação (96 poços) foram recobertas e 

incubadas com os anticorpos anti-TNFα ou anti-IL-1, diluídos em PBS durante 15-18 horas 

a 4 ºC. Após esse tempo de incubação, as placas foram lavadas com PBS + 0,1% de Tween 20 

e bloqueadas durante 1 hora à temperatura ambiente com albumina de soro bovino (BSA) a 

1%. Em seguida, as placas foram lavadas e incubadas por 15-18 horas a 4 ºC com as amostras 

e suas respectivas curvas padrão. Posteriormente, as placas foram lavadas novamente e 

incubadas com o respectivo anticorpo biotinilado, por 1 hora a temperatura ambiente. As 

placas foram lavadas e 50 µL de avidina-peroxidase foram adicionados a cada poço. As 

placas foram novamente incubadas por 30 minutos à temperatura ambiente, lavadas, e 

adicionados 50 µL do substrato dihidrocloreto de 1,2 fenilenodiamina diluído em tampão 

fosfato contendo 0,4 mg/mL de H2O2 30%. Após 15 minutos a reação foi interrompida pela 

adição de H2SO4 1 M. A leitura foi realizada em espectrofotômetro ajustado para o 

comprimento de onda de 490 nm. Os resultados foram expressos como picogramas de TNF-α 

ou IL-1 β baseado na curva padrão destas citocinas. 

 

3.2.3 Avaliação da Atividade Antinociceptiva 

 

3.2.3.1 Teste de contorções abdominais 

 

Os modelos de contorções abdominais induzidas por ácido acético e fenil-p-

benzoquinona (PBQ) foram realizados conforme previamente descrito por Verri et al., 

(2008a). Os animais foram tratados i.p. com o EAE de T. sinapou (1-100 mg/kg, 0,1 mL/10 g 

de peso do animal) ou veículo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal) 

30 minutos antes dos estímulos nociceptivos, ácido acético e PBQ. Em outro experimento os 
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animais foram tratados com o extrato de T. sinapou (100 mg/kg) via i.p. (0,1 mL/10 g de peso 

do animal), v.o. (100 µL por animal) e via s.c. (100 µL por animal) 30 minutos antes da 

administração de ácido acético. O grupo controle foi tratado via i.p. com indometacina (Indo, 

5 mg/kg, diluída em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal) 40 minutos antes dos estímulos 

nociceptivos. Decorrido os tempos dos tratamentos foi administrado na cavidade peritoneal 

dos camundongos ácido acético (0,8% v/v, diluído em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal), 

PBQ (1890 µg/kg, diluído em salina e 2% de DMSO, 0,1 mL/10 g de peso do animal) ou 

salina (0,1 mL/10 g de peso do animal), o controle negativo da nocicepção. Em seguida, os 

animais foram colocados individualmente em um cilindro de vidro e a intensidade do 

comportamento nociceptivo quantificada pelo número total de contorções abdominais do 

animal em um período de 0 a 20 minutos após a injeção dos estímulos. As respostas consistem 

em uma seqüência de contorções e extensões do abdômen, algumas vezes acompanhada por 

torções do tronco e extensão dos membros posteriores do animal. A intensidade das respostas 

de contorções abdominais foi expressa como escore cumulativo durante 20 minutos. 

 

3.2.3.2 Teste de nocicepção manifesta induzida por formalina 

 

O teste da formalina foi realizado conforme previamente descrito por 

Dubuisson e Denis, (1977). Os animais foram tratados i.p. com o EAE de T. sinapou (100 

mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal) ou veículo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g 

de peso do animal) 30 minutos antes da administração i.pl. da formalina (1,5 %, diluída em 

salina e administrada no volume de 25 µL por animal). O grupo controle foi tratado com 

morfina (5 mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal) i.p., 30 minutos antes da injeção de 

formalina na pata. O grupo controle negativo da nocicepção manifesta recebeu apenas a 

injeção i.pl. (25 µL) de salina. Após a injeção da formalina os animais foram colocados 

individualmente dentro de um cilindro de vidro e o tempo cronometrado durante 30 minutos. 

O número de sacudidas da pata traseira injetada com a formalina (flinches) e o tempo em 

segundos que o animal lambeu a pata traseira injetada com a formalina foi quantificado 

cumulativamente como índice de nocicepção. O teste foi dividido em intervalos de 5 minutos, 

e claramente demonstrado a presença de duas fases, que são características do método. Os 5 

minutos iniciais correspondem à primeira fase, chamada de fase neurogênica, na qual ocorre a 

ativação direta dos nociceptores locais pela formalina. A segunda fase ocorre entre 15 a 30 

minutos, chamada de fase inflamatória, na qual o comportamento observado é resultado da 

ação de mediadores inflamatórios liberados pelo estímulo. 
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3.2.3.3 Teste de nocicepção manifesta induzida por CFA  

 

O teste de nocicepção manifesta induzida por CFA foi realizado segundo 

Valério et al., (2009a). Os animais foram tratados i.p. com o EAE de T. sinapou (100 mg/kg, 

0,1 mL/10 g de peso do animal) ou veículo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso 

do animal) 30 minutos antes da administração i.pl. de CFA (administrado 10 µL por animal). 

O grupo controle foi tratado com morfina (5 mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal) i.p., 30 

minutos antes da injeção na pata de CFA. O grupo controle negativo da nocicepção manifesta 

recebeu apenas a injeção i.pl. (10 µL) de salina. Após a injeção de CFA os animais foram 

colocados individualmente dentro de um cilindro de vidro e o tempo cronometrado durante 30 

minutos. O número de sacudidas da pata traseira injetada com CFA (flinches) e o tempo em 

segundos que o animal lambeu a pata traseira injetada com CFA foram quantificados 

cumulativamente por um período total de 30 minutos como índice de nocicepção. 

 

3.2.3.4 Avaliação da hiperalgesia mecânica pelo teste de pressão crescente na pata 

 

A atividade inibidora da hiperalgesia mecânica pelo tratamento com o 

extrato foi avaliada pelo teste de pressão crescente em pata de camundongos com o uso de 

uma versão eletrônica dos filamentos de Von Frey (CUNHA et al., 2004). Em uma sala 

reservada, os camundongos foram colocados em caixas de acrílico individuais (12×10×17 cm) 

localizadas em uma plataforma de arame na forma de rede, 15 - 30 minutos antes de iniciar os 

testes. O teste consiste em um transdutor de pressão (anestesiômetro eletrônico, IITC Life 

Science, Woodland Hills, CA) adaptado a um contador digital de força expressa em gramas 

(g). O contato do transdutor de pressão com a pata do animal foi realizado por meio de uma 

ponteira de 0,5 mm2 de polipropileno. As alterações nos limiares nociceptivos foram 

avaliadas exercendo-se uma força linearmente crescente no centro da planta da pata dos 

camundongos até a produção de uma resposta caracterizada pela retirada e sacudida (flinches) 

da pata estimulada. Após a retirada da pata, a intensidade da força é automaticamente 

registrada. O valor adotado como resultado (intensidade de hiperalgesia) foi a média de três 

mensurações em cada tempo avaliado, sendo os animais desafiados antes e após os 

tratamentos. Os resultados foram expressos por delta (∆, limiar de retirada em gramas), 

calculados pela diferença entre a média das respostas obtidas no tempo zero e a média das 

respostas nos tempos avaliados após os tratamentos. O limiar de retirada foi de 9,2 ± 0,5 g 

(média ± EPM; n = 30) antes das injeções dos agentes hiperalgésicos testados: Cg (100 
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µg/pata, diluída em salina e administrada no volume de 25 µL por animal), CFA (10 µL/pata, 

administrado no volume de 10 µL animal) e PGE2 (100 ng/pata, diluído em salina e 

administrado no volume de 25 µL animal).  

 

3.2.3.4.1 Avaliação da hiperalgesia mecânica induzida pela Cg 

 

Os animais foram tratados i.p. com o EAE de T. sinapou (30-300 mg/kg, 0,1 

mL/10 g de peso do animal) ou veículo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso do 

animal) 30 minutos antes da administração do estímulo Cg (100 µg/pata, diluída em salina e 

administrada no volume de 25 µL por animal). O grupo controle foi tratado com indometacina 

i.p. (5 mg/kg, diluída em salina,  0,1 mL/10 g de peso do animal) 40 minutos antes da injeção 

de Cg e o grupo controle negativo da hiperalgesia recebeu a injeção de salina (25 µL/pata). A 

intensidade da hiperalgesia mecânica foi avaliada 1, 3 e 5 horas, após a injeção de Cg. 

Em outro experimento, os animais receberam a injeção s.c. de naloxona 

(0,1-1 mg/kg, diluída em salina, administrada no volume de 100 µL por animal) ou salina 

(100 µL) 1 hora antes de serem tratados i.p. com o EAE de T. sinapou (100 mg/kg, 0,1 mL/10 

g de peso do animal), veículo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal) 

ou morfina (5 mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal). Após 30 minutos adicionais, os 

animais receberam a injeção i.pl. de Cg (100 µg/pata, diluída em salina e administrada no 

volume de 25 µL por animal). O grupo controle negativo do estímulo hiperalgésico recebeu 

apenas a administração de salina (25 µL/pata). A intensidade da hiperalgesia mecânica neste 

experimento foi avaliada após 3 e 5 horas da injeção da Cg.  

 

3.2.3.4.2 Avaliação da hiperalgesia mecânica induzida por CFA 

 

Os animais receberam injeção i.pl. de CFA (10 µL/pata, administrado no 

volume de 10 µL/animal) e a hiperalgesia mecânica foi avaliada 48 horas após, confirmando 

uma significante hiperalgesia. Após 30 minutos adicionais os animais foram tratados i.p. com 

veículo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal) ou EAE de T. sinapou 

(100 mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal). O grupo controle foi tratado com indometacina 

i.p. (5 mg/kg, diluída em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal) 48,5 horas após a injeção de 

CFA e o grupo controle negativo recebeu apenas a injeção de salina (10 µL/pata). A 

intensidade da hiperalgesia mecânica foi mensurada 48 - 72 horas após a injeção de CFA. 
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3.2.3.4.3 Avaliação da hiperalgesia mecânica induzida pela PGE2 

 

Os animais foram tratados i.p. com o EAE de T. sinapou (100 mg/kg, 0,1 

mL/10 g de peso do animal), veículo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso do 

animal) ou dipirona (metamizol, 80 mg/kg, diluída em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal) 

30 minutos antes da administração do estímulo, PGE2 (100 ng/pata, diluído em salina e 

administrado no volume de 25 µL animal). O grupo controle negativo recebeu a 

administração de salina (25 µL/pata). A intensidade da hiperalgesia mecânica foi avaliada 1, 3 

e 5 horas após a injeção do estímulo, PGE2. 

 

3.2.3.5 Avaliação da nocicepção térmica pelo teste da placa quente 

 

O teste da placa quente foi realizado conforme previamente descrito por 

Woolfre e Macdonald (1944). Os camundongos foram colocados em um cilindro de vidro de 

10 cm de largura sobre uma placa quente (IITC Life Science Inc. Woodland Hills, CA) 

aquecida à temperatura constante de 52 °C. O tempo normal de latência dos animais na placa 

quente (tempo de reação) foi de 15 segundos. O tempo de reação foi registrado quando o 

animal apresentou alguma resposta característica de retirada da pata, como pular ou lamber a 

pata. Foi estabelecido um tempo máximo de permanência dos animais na placa quente (cut-

off), de 30 segundos para evitar danos teciduais. Primeiramente os animais foram tratados i.p. 

com veículo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal), EAE de T. 

sinapou (100 mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal) ou morfina (5mg/kg, 0,1 mL/10 g de 

peso do animal). Em seguida o tempo de latência dos animais na placa quente foi avaliado 30 

minutos, 1, 3 e 5 horas após a administração dos compostos.  

Em outro experimento, os animais receberam os mesmos tratamentos 

descritos acima, exceto que 1 hora antes destes tratamentos foram tratados com naloxona s.c. 

(0,1-1 mg/kg, diluída em salina, administrada no volume de 100 µL por animal) ou salina 

(s.c., 100 µL). E 30 minutos após a injeção do veículo, extrato de T. sinapou ou morfina, os 

animais receberam a injeção i.pl. de Cg (100 µg/pata, diluída em salina e administrada no 

volume de 25 µL por animal). O grupo controle negativo recebeu apenas a administração de 

salina (25 µL/pata). A intensidade da hiperalgesia térmica foi avaliada antes e após 3 e 5 

horas da injeção do estímulo, Cg. Neste experimento os resultados foram expressos por delta 

(∆, limiar térmico de retirada da pata em segundos), calculados pela diferença dos tempos de 

latência obtidos no tempo zero e os tempos de latência nos tempos avaliados após os 
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tratamentos.             

 

3.2.4 Avaliação da Toxicidade 

 

3.2.4.1 Avaliação da toxicidade por análises bioquímicas 

 

As atividades das enzimas aspartato aminotransferase (AST) também 

conhecida como transaminase glutâmico oxalacética (TGO) e alanina aminotranferase (ALT) 

ou transaminase glutâmico pirúvica (TGP) no soro sanguíneo dos camundongos foram 

determinadas utilizando kits comerciais (Labtest - Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil) de 

acordo com as instruções de uso do fabricante. Os animais foram tratados i.p. com o EAE de 

T. sinapou (30-100 mg/kg, 0,1 mL/10 g de peso do animal) ou veículo (20% de Tween 80 em 

salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal) e 5,5 horas após estes tratamentos as atividades séricas 

de AST e ALT foram determinadas. Este tempo corresponde a 30 minutos de pré-tratamento 

mais 5 horas após a injeção de Cg e PGE2. O grupo controle negativo recebeu apenas a 

administração de salina (0,1 mL/10 g de peso do animal). 

 

3.2.4.2 Avaliação do desempenho motor pelo teste de rota-rod 

 

Com o objetivo de descartar possíveis efeitos: relaxantes musculares ou 

efeitos tóxicos/sedativos que prejudiquem a atividade locomotora após o tratamento com o 

EAE de T. sinapou, foi avaliado o desempenho motor dos animais utilizando o teste de rota - 

rod (VALÉRIO et al., 2007). Drogas relaxantes musculares, tóxicas ou sedativas podem 

alterar o desempenho motor e interferir na resposta dos testes antinociceptivos que dependem 

da movimentação do animal.  Neste teste, o aparato consiste de uma barra com um diâmetro 

de 2,5 cm, subdividida em seis compartimentos por discos de 25 cm de diâmetro (Ugo Basile, 

Model 7600), a qual gira a uma constante rotação de 22 voltas por minuto, e os animais 

devem permanecer nesta barra durante 120 segundos. Assim, os animais utilizados foram 

submetidos a treinamento no aparelho 24 horas antes do teste, de forma a eliminar aqueles 

que não conseguem permanecer na barra por dois períodos consecutivos de 120 segundos. No 

teste os animais foram tratados i.p. com o EAE de T. sinapou (100 mg/kg, 0,1 mL/10 g de 

peso do animal) ou veículo (20% de Tween 80 em salina, 0,1 mL/10 g de peso do animal) e o 

desempenho motor foi avaliado após 1,5, 3,5 e 5,5 horas. Estes tempos foram determinados 
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devido à avaliação da hiperalgesia mecânica ter sido realizada 1, 3 e 5 horas após a injeção 

dos estímulos (Cg, e PGE2) e mais os 30 minutos que correspondem ao pré-tratamento com o 

extrato. O cutt-off utilizado foi de 120 segundos. 

 

3.2.5 Análise Estatística 

 

As concentrações in vitro do EAE de T. sinapou e da quercetina necessárias 

para inibir o processo oxidativo em 50% (IC50) foram determinadas pelo software GraphPad 

Prism®, version 3.02, utilizando uma curva hiperbólica. Os resultados in vitro foram 

apresentados pela média ± EPM de mensurações feitas em triplicata de cada concentração e 

foram representativos de 3 experimentos separados. Os resultados in vivo foram analisados 

estatisticamente com auxílio do software GraphPad Prism®, version 3.02, apresentados pela 

média ± EPM de mensurações feitas com 5 ou 6 animais em cada grupo, e foram 

representativos de 2 experimentos separados. As diferenças entre as respostas dos grupos 

experimentais foram avaliadas por ANOVA com um fator seguido do pós-teste de Tukey para 

comparação entre os grupos. As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas 

para valores correspondentes a p < 0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 

4.1.1 EAE de T. sinapou Apresenta Poder Redutor 

 

O EAE de T. sinapou apresentou ação antioxidante como doador de 

hidrogênio e assim pode terminar processos oxidativos, convertendo radicais livres em formas 

estáveis. A solução de 12,5 µg/mL do EAE de T. sinapou reduziu o complexo Fe3+/TPTZ de 

forma equivalente a 4 µmol/L de Trolox, ou seja, 0,32 µmol/L de Trolox / µg/mL de extrato. 

 

4.1.2 EAE de T. sinapou Sequestra Radical Livre Carregado Negativamente, DPPH 

 

O EAE de T. sinapou sequestrou de maneira concentração dependente o 

radical livre carregado negativamente, DPPH (Figura 3). A linearidade apresentou-se entre 

0,025 - 0,2 mg/mL, com IC50 de 142 µg/mL. O platô de atividade foi alcançado com 0,4 

mg/mL do extrato com 75% de atividade (Figura 3). O controle quercetina apresentou IC50 de 

1,17 μg/mL frente ao radical DPPH (Tabela 1). 

 

Figura 3 -  Atividade sequestradora do radical DPPH pelo EAE de T. sinapou. As 
concentrações utilizadas no meio reacional foram de 0,02 - 0,8 mg/L do extrato 
de T. sinapou. Os dados foram expressos como porcentagem de inibição em 
relação ao controle. Os resultados são representados pela média ± EPM de 
mensurações feitas em triplicata de cada concentração e são representativos de 3 
experimentos separados. 
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Tabela 1 -  Concentrações de quercetina necessárias para inibir o processo oxidativo in vitro 
em 50% (IC50) em diferentes metodologias antioxidantes. 

Metodologias Quercetina - IC50 

DPPH 1,17 μg/mL 

ABTS+ 0,82 µg/mL 

LPO/Ácido linoléico (Peroxidação lipídica independente de ferro) 0,51 μg/mL 

LPO/Fe2+ (Peroxidação lipídica dependente de ferro) 0,34 µg/mL 

Batofenantrolina (Atividade queladora de ferro) 4,00 µg/mL 

Os resultados são apresentados pela média ± EPM de mensurações feitas em triplicata de cada 
concentração e são representativos de 3 experimentos separados. 

 

4.1.3 EAE de T. sinapou Sequestra Radical Livre Carregado Positivamente, ABTS+ 

 

O EAE de T. sinapou também sequestrou de maneira concentração 

dependente o radical livre carregado positivamente, ABTS+ (Figura 4). A linearidade 

apresentou-se entre 25 - 150 µg/mL, com IC50 de 54,51 µg/mL. O extrato de T. sinapou 

sequestrou 99% do radical ABTS+ formado (Figura 4), atingindo o platô com a concentração 

de 250 µg/mL. O controle quercetina apresentou um IC50 de 0,83 μg/mL frente ao radical 

ABTS+ (Tabela 1). 

 

Figura 4 -  Atividade sequestradora do radical ABTS+ pelo EAE de T. sinapou. As 
concentrações usadas no meio reacional foram de 12,5 - 250 µg/mL do extrato de 
T. sinapou. Os dados foram expressos como porcentagem de inibição em relação 
ao controle. Os resultados são representados pela média ± EPM de mensurações 
feitas em triplicata de cada concentração e são representativos de 3 experimentos 
separados. 
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4.1.4 EAE de T. sinapou Inibe a LPO nas Etapas Iniciais 

 

O EAE de T. sinapou inibiu de maneira concentração dependente a LPO no 

ensaio utilizando ácido linoléico, ou seja, inibiu a formação de hidroperóxido lipídico, um 

produto primário da LPO (Figura 5). A linearidade apresentou-se entre 2 - 20 μg/mL, com 

IC50 de 8,53 μg/mL. O platô de atividade foi alcançado com 160 µg/mL do extrato com 97% 

de atividade antilipoperoxidativa independente de Fe2+ (Figura 5). O controle quercetina 

apresentou um IC50 de 0,51 μg/mL nesta metodologia (Tabela 1). 

 

Figura 5 -  Atividade inibidora da LPO independente de Fe2+ pelo EAE de T. sinapou. As 
concentrações usadas no meio reacional foram de 0,5 - 160 µg/mL do extrato de 
T. sinapou. Os dados foram expressos como porcentagem de inibição em relação 
ao controle. Os resultados são representados pela média ± EPM de mensurações 
feitas em triplicata de cada concentração e são representativos de 3 experimentos 
separados. 
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O EAE de T. sinapou inibiu de maneira concentração dependente a LPO 

dependente de Fe2+, ou seja, inibiu a formação de TBARS, como por exemplo, o MDA, um 

dos produtos secundários da LPO (Figura 6). A linearidade apresentou-se entre 2 - 32 μg/mL, 

com IC50 de 20,10 μg/mL. A atividade máxima (97%) de inibição da formação de TBARS foi 

obtida utilizando a concentração de 160 μg/mL do extrato de T. sinapou (Figura 6). O 

controle quercetina apresentou um IC50 de 0,34 μg/mL frente à LPO induzida por Fe2+ 

(Tabela 1). 

 

 

0 50 100 150 200
0

20

40

60

80

100

IC50= 8,53 g/mL

LPO/Ácido linoléico

T. sinapou (g/mL)In
ib

iç
ão

 d
a 

pe
ro

xi
da

çã
o 

lip
íd

ic
a 

(%
)



49 
 

Figura 6 -  Atividade inibidora da LPO dependente de Fe2+ pelo EAE de T. sinapou. As 
concentrações usadas no meio reacional foram de 1 - 160 µg/mL do extrato de T. 
sinapou. Os dados foram expressos como porcentagem de inibição em relação 
ao controle. Os resultados são representados pela média ± EPM de mensurações 
feitas em triplicata de cada concentração e são representativos de 3 experimentos 
separados. 

 

 

4.1.6 EAE de T. sinapou Quela Fe2+ 

 

A atividade queladora de Fe2+ pelo EAE de T. sinapou também foi de 

maneira concentração dependente (Figura 7). A linearidade apresentou-se entre 0,2 - 1,6 

mg/mL, com IC50 de 1,34 mg/mL. A atividade máxima (64%) de quelação de Fe2+ foi obtida 

utilizando a concentração de 2 mg/mL do extrato de T. sinapou (Figura 7). O controle 

quercetina apresentou um IC50 de 4 μg/mL na quelação de Fe2+ (Tabela 1). 

 

Figura 7 -  Atividade queladora de Fe2+ pelo EAE de T. sinapou. As concentrações utilizadas 
no meio reacional foram de 0,125 - 2 mg/mL do extrato de T. sinapou. Os dados 
foram expressos como porcentagem de inibição em relação ao controle. Os 
resultados são representados pela média ± EPM de mensurações feitas em 
triplicata de cada concentração e são representativos de 3 experimentos separados. 
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4.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATÓRIA  

 

4.2.1  EAE de T. sinapou Reduz o Recrutamento de Leucócitos para a Cavidade Peritoneal de 

Camundongos 

 

4.2.1.1  EAE de T. sinapou reduz de maneira dose-dependente o recrutamento de leucócitos 

induzido pela Cg 

 

Houve um aumento significativo do número de leucócitos totais e de 

neutrófilos induzido pelo estímulo Cg, que foi reduzido de maneira dose-dependente pelo 

tratamento com o EAE de T. sinapou (Figura 8 A e 8 B respectivamente). A dose de 10 mg/kg 

do extrato de T. sinapou não alterou o recrutamento de células induzido pela Cg. No entanto, 

a dose de 30 mg/kg do extrato reduziu significativamente o recrutamento de células 

(leucócitos totais e neutrófilos) induzido pela Cg. A redução do recrutamento de leucócitos 

totais e neutrófilos pela dose de 100 mg/kg do extrato foi significativamente maior comparada 

com a dose de 10 e 30 mg/kg do extrato. Desta forma, a dose de 100 mg/kg do extrato foi 

selecionada para os próximos experimentos. O grupo tratado com o glicocorticóide 

prednisolona também reduziu o recrutamento de leucócitos totais e de neutrófilos induzido 

pela Cg (Figura 8 A e 8 B). 
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Figura 8 -  EAE de T. sinapou reduz de maneira dose-dependente o recrutamento de 
leucócitos induzido pela Cg. Os camundongos foram tratados i.p. com veículo 
(20% de Tween 80 em salina) ou EAE de T. sinapou (10-100 mg/kg) 30 minutos 
antes da administração do estímulo, Cg (500 g/cavidade). O controle negativo 
da inflamação foi apenas a injeção de salina (200 µL) e a droga controle foi 
prednisolona (4 µmol/kg, v.o.) 30 minutos antes da Cg. O número de leucócitos 
totais (Painel A) e de neutrófilos (Painel B) foi determinado 6 horas após a 
injeção do estímulo. Barras representam média ± EPM de 6 animais por grupo, e 
são representativas de 2 experimentos separados. * P < 0,05 comparado com o 
grupo salina, # P < 0,05 comparado com o grupo veículo + Cg, e ** P < 0,05 
comparado com as doses de 10 e 30 mg/kg do extrato.  

 

4.2.1.2 EAE de T. sinapou reduz o recrutamento de leucócitos induzido por zimosan, LPS e 

glicogênio 

 

Os outros estímulos inflamatórios utilizados: zimosan, LPS e glicogênio, 

também induziram um aumento significativo no recrutamento de leucócitos totais (Figura 9 

A) e de neutrófilos (Figura 9 B) na cavidade peritoneal dos camundongos, o qual foi reduzido 

pelo tratamento com o EAE de T. sinapou (Figura 9 A e 9 B). 
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Figura 9 -  EAE de T. sinapou reduz o recrutamento de leucócitos induzido por zimosan, LPS 
e glicogênio. Os camundongos foram tratados i.p. com veículo (20% de Tween 80 
em salina) ou EAE de T. sinapou (100 mg/kg) 30 minutos antes da administração 
dos estímulos, zimosan (100 µg/cavidade), LPS (100 ng/cavidade) e glicogênio 
(25 mg/cavidade). O controle negativo da inflamação foi a injeção de salina (200 
µL para zimosan e LPS e 500 L para glicogênio). O número de leucócitos totais 
(Painéis A) e de neutrófilos (Painéis B) foi determinado 6 horas após a injeção dos 
estímulos. Barras representam média ± EPM de 6 animais por grupo, e são 
representativas de 2 experimentos separados.* P < 0,05 comparado com o grupo 
salina, # P < 0,05 comparado com o grupo veículo + estímulos.  
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abolida pelo tratamento com o extrato de T. sinapou. 

 

Figura 10 -  EAE de T. sinapou reduz a produção de citocinas induzida pela Cg. Os 
camundongos foram tratados i.p. com veículo (20% de Tween 80 em salina) ou 
EAE de T. sinapou (100 mg/kg) 30 minutos antes da administração do 
estímulo, Cg (500 g/cavidade). O controle negativo da inflamação foi a 
injeção i.p. de salina (200 µL). A produção de citocinas TNFα (Painel A) e IL-
1β (Painel B) foram determinadas 2 horas após a injeção do estímulo por 
ELISA. Barras representam média ± EPM de 5 animais por grupo, e são 
representativas de 2 experimentos separados. * P < 0,05 comparado com o 
grupo salina, # P < 0,05 comparado com o grupo veículo + Cg.  

 

 

4.2.3 EAE de T. sinapou reduz o recrutamento de leucócitos induzido pela Cg de maneira 

dependente da óxido nítrico sintase 

 

Novamente o EAE de T. sinapou reduziu o recrutamento de leucócitos totais 

(Figura 11 A) e de neutrófilos (Figura 11 B) induzido pela Cg na cavidade peritoneal dos 

animais. O tratamento com L-NAME (inibidor da óxido nítrico sintase) preveniu de maneira 
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recrutamento de leucócitos totais e de neutrófilos induzido pela Cg (Figura 11 A e 11 B). As 

doses de 10 e 30 mg/kg de L-NAME não apresentaram efeitos significativos, mas a dose de 

30 mg/kg mostrou uma tendência de prevenção da atividade anti-inflamatória do extrato de T. 

sinapou. A dose de 100 mg/kg de L-NAME preveniu significativamente os efeitos inibitórios 

de T. sinapou no recrutamento de leucócitos totais e de neutrófilos, quando comparado com o 

grupo controle, extrato de T. sinapou, e também quando comparado com o grupo L-NAME 10 

mg/kg. O grupo tratado com prednisolona reduziu o recrutamento de leucócitos totais e de 

neutrófilos induzido pela Cg (Figura 11 A e 11 B). 
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Figura 11 -  EAE de T. sinapou reduz o recrutamento de leucócitos de maneira dependente 
da óxido nítrico sintase. Os camundongos foram tratados s.c. com L-NAME (10-
100 mg/kg, inibidor da óxido nítrico sintase) ou salina (100 µL) 30 minutos 
antes do tratamento i.p. com o EAE de T. sinapou (100 mg/kg) ou veículo (20% 
de Tween 80 em salina. Após 30 minutos do tratamento com o extrato ou 
veículo, os animais receberam i.p. o estímulo Cg (500 g/cavidade). O controle 
negativo da inflamação foi a injeção de salina (200 µL) e a droga controle foi 
prednisolona (prednis. 4 µmol/kg, 30 minutos antes da Cg). O número de 
leucócitos totais (Painel A) e de neutrófilos (Painel B) foi determinado 6 horas 
após a injeção do estímulo. Barras representam média ± EPM de 6 animais por 
grupo, e são representativas de 2 experimentos separados.* P < 0.05 comparado 
com o grupo salina, # P < 0,05 comparado com o grupo veículo + Cg, e ** P < 
0,05 comparado com o grupo extrato de T. sinapou e com o grupo da menor 
dose de L-NAME testada.  

 

4.3 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA 

 

4.3.1 EAE de T. sinapou Inibe o Comportamento de Nocicepção Manifesta em camundongos 

 

4.3.1.1 EAE de T. sinapou inibe as contorções abdominais induzidas por ácido acético e PBQ 

 

Foi observada uma inibição significativa das contorções abdominais 

induzidas por ácido acético, de maneira dose-dependente, pelo tratamento i.p. com o EAE de 

T. sinapou nas doses de 3-100 mg/kg, e esta inibição não foi significativa com a menor dose 

do extrato, de 1 mg/kg (Figure 12 A). Os efeitos inibitórios das doses de 10 e 30 mg/kg do 

extrato foram significativamente maiores que os apresentados pela dose de 3 mg/kg, e ainda, a 

inibição das contorções abdominais induzidas por ácido acético pela dose de 100 mg/kg do 

extrato foi significativamente maior comparada com a dose de 10 mg/kg (Figure 12 A). Desta 

forma, a dose de 100 mg/kg do extrato de T. sinapou foi escolhida para os próximos 
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experimentos de nocicepção manifesta. O tratamento com o extrato (100 mg/kg) via i.p., s.c. e 

v.o. inibiu significativamente as contorções abdominais induzidas por ácido acético (Figura 

12 B). O EAE de T. sinapou foi efetivo também em inibir as contorções abdominais induzidas 

por outro estímulo, o PBQ, em que foi observada uma inibição significativa das contorções 

abdominais com doses maiores de 3 mg/kg do extrato, i.p. (Figure 12 C). No modelo com 

PBQ a inibição das contorções abdominais pelas doses de 30 e 100 mg/kg foi 

significativamente maior comparada com doses menores do extrato de T. sinapou, e ainda a 

dose de 100 mg/kg do extrato inibiu significativamente as contorções comparada com a dose 

de  30 mg/kg (Figura 12 C). O tratamento com a indometacina i.p. (5 mg/kg) inibiu 

significativamente as contorções abdominais em todos estes testes (Figura 12). 

 

Figure 12 -  EAE de T. sinapou inibe as contorções abdominais induzidas por ácido acético e 
PBQ. Painel A: Os animais foram tratados i.p. com veículo (20% de Tween 80 
em salina) ou EAE de T. sinapou (1-100 mg/kg) 30 minutos antes da 
administração do estímulo ácido acético i.p. (0,8%, diluído em salina). Painel B: 
Os animais foram tratados como em Painel A, porém com 100 mg/kg do extrato 
de T. sinapou i.p., s.c. e v.o. . Painel C: Os animais foram tratados como em 
Painel A antes do estímulo, PBQ i.p. (1890 µg/kg, diluído em 2% DMSO e 
salina). O controle negativo da nocicepção foi a injeção i.p. de salina (0,1 mL/10 
g de peso do animal), e a droga controle utilizada foi a indometacina (Indo, 5 
mg/kg), i.p. e 40 minutos antes da injeção dos estímulos. O número acumulado 
das contorções abdominais foi avaliado durante 20 minutos após a injeção dos 
estímulos. Barras representam média ± EPM de 6 animais por grupo, e são 
representativas de 2 experimentos separados. * P < 0,05 comparado com o grupo 
salina, # P < 0,05 comparado com o grupo veículo + estímulos, a dose de 1 
mg/kg (Painel A ) e as doses de 1-3 mg/kg do extrato (Painel C ) ** P < 0,05 
comparado com o grupo veículo, as doses de 1-3 mg/kg (Painel A ) e as doses de 
1-10 mg/kg (Painel C) do extrato e a via s.c. (Painel B), e  f P < 0,05 comparado 
com o grupo veículo, as doses de 1-10 mg/kg (Painel A), as doses de 1-30 mg/kg 
(Painel C) do extrato, e as vias de administração s.c. e v.o. (Painel B). 
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4.3.1.2  EAE de T. sinapou inibe ambas as fases do comportamento de nocicepção manifesta 

induzido pela formalina 

 

O tratamento i.p. com o EAE de T. sinapou (100 mg/kg) inibiu 

significativamente o comportamento nociceptivo em ambas as fases, do número de flinches 

(Figure 13 A) e tempo de lambida (Figure 13 B) na pata injetada com formalina. A inibição 

do número de flinches e tempo de lambida foram significativos nos tempos 5, 20, 25 e 30 

minutos após a injeção da formalina (Figura 13). O tratamento com morfina i.p. (5 mg/kg) 

também inibiu ambas as fases do teste de formalina (Figura 13). 

 

Figura 13 -  EAE de T. sinapou inibe ambas as fases do comportamento de nocicepção 
manifesta induzido pela formalina. Os animais foram tratados i.p. com veículo 
(20% de Tween 80 em salina), EAE de T. sinapou (100 mg/kg) ou morfina (5 
mg/kg) 30 minutos antes da administração do estímulo i.pl., formalina a 1,5%. 
O controle negativo da nocicepção foi a injeção i.pl. de salina (25 µL). O 
número total de flinches (Painel A) e o tempo total em segundos que o animal 
lambeu a pata (Painel B) foram avaliados durante 30 minutos e expressados em 
intervalos de 5 minutos. Os resultados são representados pela média ± EPM de 
6 animais por grupo, e são representativas de 2 experimentos separados. * P < 
0,05 comparado com o grupo salina, # P < 0,05 comparado com o grupo 
veículo + formalina.  
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4.3.1.3 EAE de T. sinapou inibe o comportamento de nocicepção manifesta induzido por CFA 

 

O tratamento i.p. com o EAE de T. sinapou (100 mg/kg) também inibiu 

significativamente o número de flinches (Figure 14 A) e tempo de lambida (Figure 14 B) 

induzido por CFA. O tratamento i.p. com morfina (5 mg/kg) inibiu o comportamento de 

nocicepção manifesta induzido por CFA (Figura 14). 

 

Figura 14 -  EAE de T. sinapou inibe o comportamento de nocicepção manifesta induzido 
por CFA. Os animais foram tratados i.p. com veículo (20% de Tween 80 em 
salina), EAE de T. sinapou (100 mg/kg) ou morfina (5 mg/kg), 30 minutos antes 
da administração i.pl. do estímulo, CFA (10 µL). O controle negativo recebeu a 
injeção i.pl. de salina (10 µL). O número total de flinches (Painel A) e o tempo 
total em segundos de lambida da pata (Painel B) foram avaliados durante 30 
minutos. Barras representam a média ± EPM de 6 animais por grupo, e são 
representativas de 2 experimentos separados. * P < 0,05 comparado com o grupo 
salina, # P < 0,05 comparado com o grupo veículo + CFA.  

 

 

4.3.2  EAE de T. sinapou Reduz a Hiperalgesia Mecânica no Teste de Pressão Crescente na 
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4.3.2.1 EAE de T. sinapou reduz a hiperalgesia mecânica induzida pela Cg no pré-tratamento 

 

A redução da intensidade da hiperalgesia mecânica induzida pela Cg pelo 

tratamento com o extrato de T. sinapou foi significativa com a dose de 30 mg/kg somente 5 

horas após a injeção da Cg (Figura 15). As doses de 100 e 300 mg/kg do extrato reduziram 

significativamente a intensidade da hiperalgesia mecânica nos tempos 1, 3 e 5 horas quando 

0

25

50

75

100

125

150

CFA

S
al

in
a

*

#

A

M
or

fin
a

#

T
. s

in
ap

ou

V
eí

cu
lo

N
úm

er
o 

de
 f
lin

ch
es

0

50

100

150

200

S
al

in
a

*

#

B CFA

M
or

fin
a

#

V
eí

cu
lo

T
. 
si

na
po

u

T
em

po
 d

e 
la

m
bi

da
 (

se
g)



58 
 

comparado com o grupo veículo + Cg, e nos tempos 3 e 5 horas a redução da hiperalgesia 

mecânica foi também significativa comparada com a menor dose do extrato, de 30 mg/kg 

(Figura 15). Desta forma, a dose de 100 mg/kg do EAE de T. sinapou foi selecionada para os 

próximos experimentos de hiperalgesia. O tratamento com indometacina (5 mg/kg) i.p., 

também reduziu a intensidade da mecânica induzida pela Cg (Figura 15). 

 

Figura 15 -  EAE de T. sinapou reduz a hiperalgesia mecânica induzida pela Cg. Os animais 
foram tratados i.p. com o EAE de T. sinapou (30-300 mg/kg) ou veículo (20% 
de Tween 80 em salina) 30 minutos antes da administração do estímulo Cg (100 
µg/pata). O grupo controle foi tratado com indometacina (5 mg/kg) i.p., 40 
minutos antes da injeção de Cg e o grupo controle negativo da hiperalgesia 
recebeu a administração de salina (25 µL/pata). A intensidade da hiperalgesia 
mecânica foi mensurada 1, 3 e 5 horas, após a injeção de Cg, por um transdutor 
de pressão eletrônico. Os resultados são representados pela média ± EPM de 5 
animais por grupo, e são representativas de 2 experimentos separados. * P < 0,05 
comparado com o grupo salina, # P < 0,05 comparado com o grupo veículo + 
Cg. ** P < 0,05 comparado com o grupo veículo + Cg e a dose de 30 mg/kg do 
extrato.  

 

4.3.2.2  EAE de T. sinapou reduz a hiperalgesia mecânica induzida por CFA no pós-

tratamento 

 

O extrato de T. sinapou não alterou significativamente a hiperalgesia 

mecânica induzida por CFA 30 minutos após o tratamento, 49 horas após a injeção de CFA 

(Figura 16). No entanto, o tratamento com o extrato reduziu significativamente a hiperalgesia 
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injeção de CFA, respectivamente). O tratamento com indometacina (5 mg/kg) i.p., assim 

como o extrato de T. sinapou reduziu a intensidade da hiperalgesia mecânica induzida por 

CFA nos tempos indicados (Figura 16). 

 

Figura 16 -  EAE de T. sinapou reduz a hiperalgesia mecânica induzida por CFA. Os animais 
receberam a injeção i.pl. de CFA (10 µL/pata) ou salina (mesmo volume). Após 
48 horas a hiperalgesia mecânica foi determinada, e 48,5 horas após a injeção de 
CFA os animais foram tratados com o extrato de T. sinapou (100 mg/kg, i.p.) 
indometacina (5 mg/kg, i.p.) ou veículo (20% de Tween 80 em salina, i.p.). A 
intensidade da hiperalgesia mecânica foi mensurada 48-72 horas após a injeção 
de CFA por um transdutor de pressão eletrônico. Os resultados são 
representados pela média ± EPM de 5 animais por grupo, e são representativas 
de 2 experimentos separados. * P < 0,05 comparado com o grupo salina, # P < 
0,05 comparado com o grupo veículo + CFA. 

 

 
4.3.3  EAE de T. sinapou Reduz a Produção de Citocinas Induzidas pela Cg no Tecido 

Subcutâneo Plantar 

 

O tratamento com o EAE de T. sinapou inibiu significativamente a 

produção das citocinas hiperalgésicas, TNFα (Figura 17 A) e IL-1β (Figura 17 B) induzida 

pela Cg no tecido subcutâneo plantar dos camundongos. O tratamento com dexametasona 

também reduziu a produção das citocinas TNFα e IL-1β no tecido subcutâneo plantar dos 

animais (Figura 17). 

 

 

 

48 49 51 53 55 72
0

2

4

6

8

10

CFA + Veículo
CFA + T. sinapou (100 mg/kg)
Salina

* *
*

***

#
##

CFA + Indometacina (5 mg/kg)

# ##

Tempo (h)

In
te

ns
id

ad
e 

de
hi

pe
ra

lg
es

ia
 m

ec
ân

ic
a

(
 r

ea
çã

o,
 g

)



60 
 

Figure 17 -  EAE de T. sinapou reduz a produção de TNFα e IL-1β induzida pela Cg. Os 
camundongos foram tratados i.p. com veículo (20% de Tween 80 em salina), 
EAE de T. sinapou (100 mg/kg) ou dexametasona (dexa, 2 mg/kg) 30 minutos 
antes da administração i.pl. do estímulo, Cg (100 g/pata). O controle negativo 
foi a injeção i.pl. de salina (25 µL). Amostras da pele da pata foram coletadas 2 
horas após a injeção do estímulo e os níveis de TNFα (Painel A) e IL-1β (Painel 
B) foram determinados por ELISA. Barras representam a média ± EPM de 5 
animais por grupo, e são representativas de 2 experimentos separados. * P < 0,05 
comparado com o grupo salina, # P < 0,05 comparado com o grupo veículo + 
Cg.  

 

 

4.3.4. EAE de T. sinapou Reduz a Hiperalgesia Mecânica Induzida pela PGE2 

 

O tratamento com o EAE de T. sinapou reduziu significativamente a 

hiperalgesia mecânica na pata injetada com PGE2 em todos os tempos avaliados, 1, 3 e 5 horas 

(Figura 18). O tratamento com a dipirona também bloqueou diretamente a hiperalgesia 

induzida pela PGE2 (Figura 18). 
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Figura 18 -  EAE de T. sinapou reduz a hiperalgesia mecânica induzida pela PGE2. Os 
animais foram tratados i.p. com o EAE de T. sinapou (100 mg/kg), veículo (20% 
de Tween 80 em salina) ou dipirona (80 mg/kg) 30 minutos antes da 
administração do estímulo, PGE2 (100 ng/pata). O grupo controle negativo da 
hiperalgesia recebeu a injeção de salina (25 µL/pata). A intensidade da 
hiperalgesia mecânica foi mensurada 1, 3 e 5 horas, após a injeção de PGE2, por 
um transdutor de pressão eletrônico. Os resultados são representados pela média 
± EPM de 5 animais por grupo, e são representativas de 2 experimentos 
separados. * P < 0,05 comparado com o grupo salina, # P < 0,05 comparado com 
o grupo veículo + PGE2.  

 

4.3.5  EAE de T. sinapou Aumenta o Limiar Nociceptivo Térmico no Teste da Placa 

Quente 

 
O EAE de T. sinapou não alterou o limiar nociceptivo térmico 30 minutos 

após o tratamento (Figura 19). No entanto 1 - 5 horas após o tratamento com o extrato foi 

observado um aumento significativo do limiar nociceptivo térmico dos animais no teste da 

placa quente. O tratamento com morfina (5 mg/kg) também aumentou o limiar nociceptivo 

térmico dos animais no teste da placa quente (Figura 19). 
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Figura 19 -  EAE de T. sinapou aumenta o limiar nociceptivo térmico de camundongos no 
teste da placa quente. Os camundongos foram tratados i.p. com veículo (20% 
de Tween 80 em salina), EAE de T. sinapou (100 mg/kg) ou morfina (5 
mg/kg). A intensidade da nocicepção térmica foi mensurada 0,5 - 5 horas após 
os tratamentos usando o teste da placa quente. Os resultados são representados 
pela média ± EPM de 5 animais por grupo, e são representativas de 2 
experimentos separados. * P < 0,05 comparado com o grupo veículo.  

 

 

4.3.6  EAE de T. sinapou Apresenta Efeitos Anti-hiperalgésicos e Reduz o Recrutamento de 

Neutrófilos de Maneira Dependente de Receptores Opióides 

 

4.3.6.1  EAE de T. sinapou reduz a hiperalgesia mecânica e térmica induzida pela Cg de 

maneira dependente de receptores opióides 

 

O tratamento com naloxona (antagonista de receptor opióide) preveniu de 

maneira dose-dependente os efeitos anti-hiperalgésicos do EAE de T. sinapou na hiperalgesia 

mecânica (Figure 20 A) e térmica (Figure 20 B) induzida pela Cg, conforme mensurado 3 e 5 

horas após a injeção da Cg. A dose de 0,1 mg/kg de naloxona preveniu os efeitos anti-

hiperalgésicos do extrato de T. sinapou na hiperalgesia mecânica, porém não na hiperalgesia 

térmica em ambos os tempos avaliados (3 e 5 horas). As doses 0,3 e 1 mg/kg de naloxona 

inibiram significativamente os efeitos anti-hiperalgésicos do extrato na hiperalgesia mecânica 

(Figure 20 A) e térmica (Figure 20 B) quando comparado com a menor dose de naloxona 

testada (0,1 mg/kg), em ambos os tempos avaliados (Figure 20 A e 20 B). 
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4.3.6.2  EAE de T. sinapou reduz o recrutamento de neutrófilos para o tecido subcutâneo 

plantar induzido pela Cg de maneira dependente de receptores opióides 

 

Houve um aumento significativo da atividade da mieloperoxidase (MPO) 

induzido pelo estímulo Cg no tecido da pata dos camundongos, o qual foi reduzido pelo 

tratamento com o EAE de T. sinapou (Figura 20 C). Foi observado que o tratamento com 

naloxona reverteu de maneira dose-dependente os efeitos inibitórios do extrato na atividade 

da MPO induzida pela Cg (Figura 20 C). A dose de 1 mg/kg de naloxona preveniu 

significativamente a redução da atividade da MPO pelo extrato de T. sinapou comparado com 

o grupo controle negativo para naloxona (Figura 20 C). O tratamento com naloxona (1 mg/kg) 

preveniu os efeitos anti-hiperalgésicos da morfina (5 mg/kg) na hiperalgesia mecânica e 

térmica (Figura 20 A e 20 B) e também os efeitos inibitórios sobre o infiltrado leucocitário da 

morfina (Figura 20 C). 
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Figure 20 -  EAE de T. sinapou reduz a hiperalgesia mecânica e térmica e o recrutamento de 
neutrófilos de maneira dependente de receptores opióides. Os animais foram 
tratados com naloxona s.c. (0,1 - 1 mg/kg) ou salina 1 hora antes de serem 
tratados i.p. com o EAE de T. sinapou (100 mg/kg), veículo (20% de Tween 80 
em salina) ou morfina (5 mg/kg). Após 30 minutos adicionais, os animais 
receberam a injeção do estímulo, Cg (100 µg/pata). O grupo controle negativo 
recebeu apenas a administração de salina (25 µL/pata). A intensidade da 
hiperalgesia mecânica (Painel A) e térmica (Painel B) foi mensurada 3 (barras 
abertas) e 5 horas (barras fechadas) após a injeção de Cg, por um transdutor de 
pressão eletrônico e pela placa quente respectivamente. A atividade da MPO 
(Painel C) foi avaliada 5 horas após a injeção de Cg por um ensaio colorimétrico 
cinético. Barras representam a média ± EPM de 5 animais por grupo, e são 
representativas de 2 experimentos separados. * P < 0,05 comparado com o grupo 
salina, # P < 0,05 comparado com o grupo veículo + Cg, ** P < 0,05 comparado 
com o grupo controle negativo de naloxona, e f P < 0,05 comparado com o grupo 
controle negativo de naloxona e a dose de 0,1 mg/kg de naloxona.  

 

 

4.4 AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE 

 

4.4.1 EAE de T. sinapou não Altera os Níveis Séricos de AST e ALT  

 

Pela determinação dos níveis séricos de AST e ALT 5,5 horas após o 

tratamento com o EAE de T. sinapou (30-300 mg/kg), não foram detectados sinais de 

toxicidade hepática, pois não houve diferença significativa entre os grupos avaliados (Figura 

21 A e 21 B). 
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Figura 21 -  EAE de T. sinapou não altera os níveis de AST e ALT. Os animais foram 
tratados i.p. com o EAE de T. sinapou (30-100 mg/kg), ou veículo (20% de 
Tween 80 em salina). O grupo controle negativo recebeu apenas a injeção de 
salina. Os níveis séricos de AST e ALT foram determinados 5,5 horas após os 
tratamentos utilizando kits comerciais. Barras representam a média ± EPM de 5 
animais por grupo, e são representativas de 2 experimentos separados. 

 

 

4.4.2 EAE de T. sinapou não Altera a Atividade Locomotora 

 

Não houve a indução de efeitos relaxantes musculares ou de efeitos 

tóxicos/sedativos que prejudiquem a atividade locomotora dos animais após o tratamento com 

o extrato de T. sinapou (100 mg/kg). Já que, não houve alteração no teste de rota - rod, 1,5, 

3,5 e 5,5 horas após o tratamento com o extrato (Figura 22). 

 

Figura 22 -  EAE de T. sinapou não altera a atividade locomotora. Os animais foram tratados 
i.p. com o EAE de T. sinapou (100 mg/kg), ou veículo (20% de Tween 80 em 
salina). O desempenho motor foi avaliado após 1,5, 3,5 e 5,5 horas da injeção 
dos compostos pelo teste de rota - rod. Barras representam a média ± EPM de 5 
animais por grupo, e são representativas de 2 experimentos separados.  
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5 DISCUSSÃO 

 

5.1 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE 

 

Atualmente é crescente o interesse em substâncias antioxidantes, já que 

antioxidantes exógenos são constantemente requeridos devido à queda e/ou consumo dos 

antioxidantes endógenos, para evitar os danos celulares. Os antioxidantes fenólicos 

compartilham um padrão químico em que um ou mais grupos fenólicos doam hidrogênio e 

neutralizam os radicais livres (ATOUI et al., 2005; SILVA et al., 2002). Para determinação da 

atividade antioxidante de compostos fenólicos ou de extrato de plantas contendo estas 

moléculas, vários métodos in vitro têm sido desenvolvidos, e estes frequentemente dependem 

da geração de radicais livres (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005; ROGINSKY; LISSI, 2005). Os 

métodos diferem em seu princípio e nas condições experimentais, e um único método não 

refletirá todos os antioxidantes e mecanismos presentes em um extrato (LI et al., 2009). 

Assim, para elucidar o potencial antioxidante do extrato de T. sinapou foi utilizado diferentes 

metodologias. 

A habilidade de compostos em transferir elétrons é um indicador 

significativo de que este age como um potencial antioxidante (MEIR et al., 1995). O método 

de FRAP avalia a redução do complexo Fe+3-TPTZ para um produto colorido. A presença de 

amostras redutoras tais como substâncias antioxidantes causam a redução do ferro de Fe3+ 

para Fe2+. O método de FRAP detecta compostos com potencial redox  0,7V (o potencial 

redox do Fe+3-TPTZ) e o poder redutor mostra estar relacionado com o grau de hidroxilação e 

extensão de conjugação dos polifenóis (SÁNCHEZ-GONZALEZ; JIMÉNEZ-ESCRIG; 

SAURA-CALIXTO, 2005). Como 1 µg/mL do EAE de T. sinapou apresentou poder redutor 

equivalente a 0,32 µmol/L do antioxidante sintético o Trolox, estes resultados indicam que o 

extrato apresenta potencial antioxidante. Substâncias que apresentam poder redutor no teste 

do FRAP refletem os níveis plasmáticos dos antioxidantes ácido ascórbico, ácido úrico e α-

tocoferol (BENZIE; STRAIN, 1996). 

O radical orgânico aniônico DPPH•, tem sido amplamente utilizado para a 

determinação da atividade antioxidante. Devido à presença de um elétron desemparelhado, o 

DPPH possui uma forte absorção em 517 nm, assim que o elétron torna-se pareado a 

absorção diminui estequiometricamente, proporcional à concentração da (s) substância (s) 

com potencial antioxidante presente na solução teste (BLOIS, 1958). A mudança na 

absorbância produzida na reação é utilizada para determinar a capacidade de compostos em 
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doar átomos de hidrogênio aos radicais livres, e desta forma promover o pareamento do 

elétron não pareado responsável pela reatividade do radical (IGBINOSA et al., 2011). 

A concentração do EAE de T. sinapou (142 µg/mL) necessária para 

sequestrar 50 % do radical aniônico DPPH• formado no teste foi aproximadamente 120 vezes 

maior do que a concentração de quercetina (1,17 μg/mL), a droga controle utilizada. Este 

resultado pode ser atribuído ao fato de a quercetina ser um flavonóide isolado enquanto o 

extrato de T. sinapou contém flavonóides, mas pode conter também diversas outras 

substâncias que interferem na atividade antioxidante. Em um estudo realizado por 

GEORGETTI et al. (2007) a concentração de Isoflavin Beta®, um extrato comercial 

padronizado rico em isoflavonóides, necessária para sequestrar 50 % do radical DPPH• 

formado no teste foi de 160 µg/mL, bem próxima da concentração do EAE de T. sinapou. 

Outro ensaio operacionalmente simples utiliza o radical orgânico catiônico 

ABTS+, e monitora o decaimento da absorvância deste radical por amostras antioxidantes. 

Substâncias que atuam neste teste correlacionam-se com os níveis endógenos de glutationa 

(KANG; SALTVEIT, 2002). As concentrações do EAE de T. sinapou e da quercetina 

necessárias para sequestrar o radical catiônico ABTS+ foram menores em relação às 

necessárias para sequestrar o radical aniônico DPPH•. Para sequestrar 50 % do radical 

catiônico ABTS+ formado no teste foi necessário uma concentração do extrato de T. sinapou 

(54,51 µg/mL) aproximadamente 60 vezes maior do que a concentração de quercetina (0,83 

μg/mL). Estes resultados indicam que tanto o extrato de T. sinapou como a quercetina 

apresentam atividade sequestradora de radicais livres carregados negativamente e 

positivamente, e esta atividade pode ser atribuída à forte habilidade doadora de hidrogênio. 

Isto implica que o EAE de T. sinapou pode ser utilizado para tratamento de danos patológicos 

relacionados com radicais livres, ou seja, pode inibir o estresse oxidativo. 

A LPO é uma reação em cadeia mediada por radicais livres, e seus produtos 

primários são os peróxidos (ROOR') ou hidroperóxidos (ROOH), compostos frequentemente 

instáveis que se decompõem em aldeídos, cetonas e outras subestruturas reativas. Neste 

contexto, foi avaliado se o EAE de T. sinapou inibe a LPO nas etapas iniciais, pela 

determinação da atividade sequestradora de ROOH pelo extrato. Os ROOH foram formados a 

partir da utilização do ácido linoléico, um ácido graxo poliinsaturado, em uma metodologia 

independente de ferro (LINGNERT; VALENTIN; ERICKSON, 1979). A concentração do 

EAE de T. sinapou (8,53 µg/mL) necessária para sequestrar 50 % dos ROOH formados no 

ensaio foi apenas 16 vezes maior que a concentração de quercetina (0,51 μg/mL). Esses 

resultados demonstram que o extrato de T. sinapou inibe a LPO nas etapas iniciais com IC50 
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mais próximo do flavonóide isolado, a quercetina, em comparação aos outros métodos já 

apresentados. 

Com o intuito de avaliar se o EAE de T. sinapou é também capaz de inibir a 

LPO nas etapas de propagação e terminação, foi utilizado outra metodologia, que induz a 

LPO utilizando o sistema mitocondrial/ Fe2+/citrato. Na presença de Fe2+ a LPO mitocondrial 

pode ser diretamente iniciada pela geração do HO, por meio da quebra do H2O2 de acordo 

com a reação de Fenton ou pela formação de complexos entre o oxigênio e os diferentes 

estados redox do ferro (OZGOVÁ; HERMÁNEK; GUT, 2003). Portanto, em um homogenato 

mitocondrial, livre da presença de peróxidos, a LPO pode ser iniciada pela retirada de um 

átomo de hidrogênio da cadeia carbônica, pelo HO, por exemplo, formando o R•. Este reage 

rapidamente com o oxigênio molecular, gerando o ROO• (Figura 2, equação 1), o principal 

promotor da LPO, que tem como produtos finais álcoois, aldeídos, cetonas, ésteres e outros 

hidrocarbonetos derivados da decomposição de ROOH (MARTINEZ, 1995; BUEGE; AUST, 

1978). Os produtos finais da LPO, como por exemplo, o malondialdeído (MDA), foram 

quantificados pela reação com o TBA, por formarem um complexo rosa que absorve em 535 

nm (BUEGE; AUST, 1978).  

O EAE de T. sinapou inibiu em 50 % a formação de TBARS (produtos 

finais da peroxidação lipídica) em relação ao controle positivo, na concentração de 20,10 

μg/mL. Enquanto que a quercetina na concentração de 0,34 μg/mL, aproximadamente 60 

vezes menor, inibiu 50 % da formação de TBARS em relação ao controle positivo. Segundo 

Visavadiya  et al (2010) o extrato etanólico da raiz de Asparagus racemosus, uma planta rica 

em flavonóides, inibiu em 50 % a formação de TBARS neste teste com uma concentração de 

309 μg/mL, o que demonstra que o extrato de T. sinapou apresenta uma alta atividade 

antioxidante nesta metodologia, uma vez que apresentou um IC50 cerca de 15 vezes menor 

quando comparado a este extrato. Assim, o EAE de T. sinapou apresenta atividade inibidora 

da LPO nas etapas de propagação e terminação, porém é preciso uma concentração um pouco 

maior de extrato em relação à concentração que inibiu as etapas iniciais da LPO. Com esta 

metodologia não é possível distinguir se a atividade inibidora da LPO induzida por Fe2+ 

ocorreu pelo sequestro dos radicais livres formados durante a LPO (exemplo: ROO•), e/ou 

pela quelação do metal de transição adicionado à reação. Assim, avaliou-se também apenas a 

atividade queladora de Fe2+, uma vez que este íon é um efetivo pró-oxidante.  

A ruptura da homeostase de íons metálicos está envolvida no 

desenvolvimento de diversas doenças (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Embora vital 

quando presente em excesso o íon ferro pode ser tóxico (LEE; ANDERSEN; KAUR, 2006). 
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O rompimento da homeostase de íons metálicos como o Fe2+ pode descontroladamente formar 

EROs deletérios, que participam do aumento da LPO, de modificações das bases nitrogenadas 

do DNA e das proteínas (GUTTERIDGE, 1995; VALKO et al., 2007). Um dos mecanismos 

dos efeitos tóxicos do Fe2+ é a reação de Fenton, que gera HO•. Substâncias antioxidantes, 

como os flavonóides podem proteger contra a toxicidade dos metais, por exemplo, por meio 

da quelação de Fe2+, de forma a prevenir as reações deste com o oxigênio e/ou peróxidos, 

manter o seu estado redox e deixá-lo incapaz de reduzir o oxigênio molecular e por fim deter 

a formação de radicais livres (JOMOVA; VALKO, 2011). 

O EAE de T. sinapou inibiu a formação do complexo Fe2(BPS)3, por meio 

da formação, por exemplo, do complexo Fe-flavonóide. A concentração do extrato de T. 

sinapou (1,34 mg/mL) necessária para quelar 50 % de Fe2+ presente na solução teste foi muito 

maior do que a concentração de quercetina (4 μg/mL). Estes resultados demonstram que o 

extrato de T. sinapou apresenta atividade queladora de Fe2+, porém é necessária uma 

concentração maior de extrato em relação aos outros testes antioxidantes realizados. O 

flavonóide quercetina também apresentou menor atividade queladora de Fe2+ (IC50 maior) em 

comparação aos outros testes antioxidantes realizados. 

Estes resultados demonstram não apenas que o EAE de T. sinapou pode 

inibir o extresse oxidativo por apresentar atividade antioxidante, mas que seus mecanismos 

envolvem poder redutor, sequestro de radicais livres carregados negativamente e 

positivamente, quelação de Fe2+ e inibição da LPO independente e dependente de Fe2+. A 

inibição da LPO ocorre principalmente nas etapas iniciais, e também nas etapas de 

propagação e terminação, já que o extrato inibiu em baixas concentrações a formação de 

ROOH e ROO•, espécies oxidantes geradas em nosso organismo envolvidas na 

desestabilização das membranas celulares e até lise e morte das células. Evidências suportam 

que, substâncias com esses mecanismos de atividade antioxidante previnem a ativação de 

fatores de transcrição envolvidos na produção de mediadores inflamatórios, tais como as 

citocinas (SOUTO et al., 2011; VALÉRIO et al., 2009a; VICENTINI et al., 2011). 

 

5.2 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATÓRIA 

 

Sabe-se que os flavonóides são compostos fenólicos antioxidantes, e esta 

atividade antioxidante pode explicar, pelo menos em partes, outros efeitos dos flavonóides na 

modulação da inflamação (SOUTO et al., 2011; VALÉRIO et al., 2009a; VICENTINI et al., 

2011). Ainda, há evidências que os rotenóides isolados (isoflavonóides presentes no extrato 
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de T. sinapou) apresentam atividade anti-inflamatória (PEREIRA-DA-SILVA; PAZ-

PARENTE, 2002). É bem estabelecido que haja uma relação entre o estresse oxidativo e a 

produção de mediadores inflamatórios, incluindo as citocinas. Por exemplo, o estresse 

oxidativo ativa o fator de transcrição NF-κB, o qual induz a produção de citocinas 

(VICENTINI et al., 2011). Estes mediadores inflamatórios induzem o recrutamento de 

leucócitos ao foco inflamatório, o que pode levar à lesão tecidual (VERRI et al., 2010). 

Os neutrófilos são os leucócitos predominantes nas primeiras 6 - 24 horas da 

inflamação. Após esse período, os neutrófilos iniciam um processo de morte programada 

(apoptose), sendo em seguida fagocitado por macrófagos. A partir da décima hora surgem 

progressivamente os eosinófilos, macrófagos e linfócitos, permanecendo por cerca de uma 

semana no local, isto se o agente agressor for removido, caso contrário, ocorre a cronificação 

do processo (GALLIN; SNYDERMAN, 1999). Os leucócitos são recrutados por citocinas 

(exemplo: TNFα e IL-1β) e são requeridos para fagocitar ou eliminar agentes infecciosos no 

foco inflamatório. No entanto, a inflamação excessiva pode levar à lesão tecidual (LEMOS et 

al., 2009; VERRI et al., 2007a; 2010). O recrutamento de leucócitos é inibido por moléculas 

como o NO, o qual diminui a expressão de moléculas de adesão nas células endoteliais, o que 

reduz o rolamento, a adesão e a transmigração de leucócitos para o foco inflamatório (TSAO 

et al., 1996).  

Os neutrófilos utilizam o sistema MPO H2O2/Cl- para gerar ácido 

hipocloroso (HOCl) e outros oxidantes clorados como um mecanismo de defesa celular e 

também como um mecanismo que pode levar a lesão tecidual (HAZEN et al., 1996; 

KLEBANOFF; CLARK, 1978; WEISS, 1989; WEISS; LAMPERT; TEST, 1983). Desta 

forma, o recrutamento de neutrófilos pode ser determinado pela contagem de células e 

também pela atividade da MPO. 

O tratamento dos animais com o EAE de T. sinapou reduziu de maneira 

dose-dependente o recrutamento de leucócitos totais e neutrófilos induzido pela Cg de 

maneira semelhante ao glicocorticóide prednisolona. A Cg é um modelo clássico de peritonite 

utilizado para provocar inflamação dependente de citocinas, sendo a TNF-α uma das 

primeiras citocinas a serem liberadas, sucedida pela IL-1β (CUNHA et al., 2005). Vale 

ressaltar que, outras moléculas também participam da inflamação induzida pela Cg como a 

CXCL1 (KC, quimiocinas derivada de queratinócitos) (CUNHA et al., 2005). Desta forma, os 

resultados apresentados pelo tratamento com o extrato de T. sinapou, corroboram seus efeitos 

anti-inflamatórios, possivelmente relacionados com a redução da produção de citocinas 

quimiotáticas. 
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Para se validar uma droga em ensaios pré-clínicos como possível candidata 

a ensaios clínicos, é necessário demonstrar os seus efeitos em uma ampla variedade de 

modelos inflamatórios, bem como demonstrar seu mecanismo de ação. Neste contexto, o EAE 

de T. sinapou reduziu também o recrutamento de leucócitos totais e de neutrófilos para o foco 

inflamatório induzido por outros estímulos inflamatórios: o zimosan, o LPS e o glicogênio. 

Diversas evidências indicaram que o tratamento com extratos de plantas contendo flavonóides 

ou com flavonóides isolados reduzem o recrutamento de células para o foco inflamatório 

induzido por vários estímulos inflamatórios (ALGHAITHY et al., 2011; LEIRO et al., 2010; 

ORLANDI et al., 2011; SOUTO et al., 2011). 

A injeção de zimosan induz o recrutamento leucocitário, devido ao aumento 

da produção de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α (LI et al., 2010; SATO et al., 2003) 

e IL-1β (KOLACZKOWSKA et al., 2001; LI et al., 2010) e aumento da expressão da óxido 

nítrico sintase induzível (iNOS) relacionado ao mecanismo microbicida dos macrófagos 

(AJUEBOR et al., 1998). O LPS também induz a produção destas citocinas pró-inflamatórias, 

e sabe-se que esta endotoxina ativa aproximadamente 100 fatores de transcrição, sugerindo 

uma rede regulatória complexa dos genes induzidos por esta endotoxina (ALVES-FILHO et 

al., 2010; ROACH et al., 2007). E por último, o glicogênio também é um modelo de peritonite 

que induz o recrutamento leucocitário dependente de citocinas e da expressão de moléculas de 

adesão (MULLIGAN et al., 1998). Desta forma, estes resultados demonstram que o 

tratamento com o EAE de T. sinapou reduz o recrutamento leucocitário ao foco inflamatório 

induzido por uma variedade de estímulos inflamatórios, o que novamente corrobora o 

benefício deste extrato em doenças inflamatórias assim como sua ampla aplicabilidade. 

Estes modelos experimentais utilizados para estudar o recrutamento de 

leucócitos ao foco inflamatório induzem a produção de citocinas pró-inflamatórias. Neste 

contexto, foi investigado se o tratamento dos animais com o extrato de T. sinapou reduz a 

produção de citocinas pró-inflamatórias clinicamente relevantes, TNFα e IL-1β, envolvidas 

nos modelos de inflamação avaliados no estudo. O tratamento com o EAE de T. sinapou 

praticamente aboliu a produção de TNFα e IL-1β no exsudato peritoneal dos camundongos. 

Estas citocinas são alvos terapêuticos clinicamente comprovados para diminuir a inflamação, 

como observado na artrite reumatóide com os medicamentos infliximabe (anticorpo anti-

TNFα) etanercepte (receptor solúvel do TNFα) e anakinra (antagonista do receptor de IL-1β) 

(VERRI et al., 2006b; 2010).  

Vale enfatizar que, estas citocinas, TNFα e IL-1β, se interligam com os 

radicais livres produzidos durante a inflamação, pois radicais livres podem ativar o NFκB, o 
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qual aumenta a transcrição de genes para produção de citocinas pró-inflamatórias (BONIZZI; 

KARIN, 2004; GLOIRE; LEGRAND-POELS; PIETTE, 2006). Ademais, estudos mostraram 

que os flavonóides inibem a expressão dos genes para estas citocinas quimiotáticas (HUANG 

et al., 2011; LEIRO et al., 2010; VICENTINI et al., 2011). Desta forma, é possível afirmar 

que, um dos mecanismos envolvidos na redução do recrutamento de leucócitos para o foco 

inflamatório pelo extrato de T. sinapou são dependentes da redução da produção das citocinas 

quimiotáticas TNFα e IL-1β.  

Mecanisticamente, a redução do recrutamento leucocitário pelo extrato de T. 

sinapou mostrou-se dependente da produção de NO, desde que foi prevenida pelo tratamento 

com L-NAME, um inibidor da óxido nítrico sintase. A biodisponibilidade de NO pode inibir a 

ativação do fator de transcrição NF-κB pelo aumento da expressão do inibidor kappa B (IκB) 

e diminuição da translocação nuclear da subunidade p50 (ZHEN; LU et al., 2008).  

Sabe-se que, inibidores de eNOS, aumentam a adesão de neutrófilos à 

células endoteliais, enquanto doadores de NO diminuem a adesão e transmigração de 

leucócitos ao foco inflamatório (GUIDOT et al., 1996; KOSONEN et al., 1999; LELAMALY 

et al., 2001, TSAI et al., 2011). Por outra lado, o aumento da produção de NO derivado da 

iNOS tem sido mostrado induzir a ativação do NF-κB, o que consequentemente leva ao 

aumento de vários mediadores pró-inflamatórios e o recrutamento de leucócitos (TSAI et al., 

2011). Vale ressaltar que, a produção de grandes quantidades de NO é importante na defesa 

contra invasores celulares (EISERICH  et al., 1998), e é bem estabelecido que citocinas como 

TNFα e IL-1β induzem a iNOS (CUNHA et al., 1994). 

Os flavonóides são compostos antioxidantes que inibem o O2
•-, e 

consequentemente reduzem a expressão da iNOS por inibir a ativação do NF-κB 

(FRANCESCHELLI et al., 2011). Sabe-se também que os flavonóides estimulam a produção 

de NO nas células endoteliais por ativar a eNOS (CHEN et al., 2010; RIZZA et al., 2011). 

Neste contexto, é possível que o EAE de Tephrosia sinapou ative a eNOS, mas com os 

resultados apresentados neste trabalho é possível afirmar apenas que os efeitos anti-

inflamatórios do extrato são dependentes da NOS, já que o L-NAME é um inibidor das três 

isoformas de NOS.  

Evidências suportam que a quantidade de NO bioativo é reduzida pelo 

estresse oxidativo (FÖRSTERMANN et al., 2010), uma vez que o NO pela associação com 

O2
•-, forma o ONOO, o que prejudica a sinalização do NO (DORONZO et al., 2011). Neste 

contexto, não pode ser excluído que o extrato de T. sinapou age como um antioxidante 

aumentando, pelo menos em parte, a sinalização de NO, por exemplo, pela redução do O2
•-, e 
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não necessariamente aumentando a produção de NO, pela ativação da NOS. 

Em suma, estes resultados demonstram que o tratamento com o EAE de 

Tephrosia sinapou reduz o recrutamento de leucócitos totais e de neutrófilos induzidos por 

uma variedade de estímulos inflamatórios, o que corrobora a sua ampla aplicabilidade. 

Ademais, os mecanismos envolvidos na redução do recrutamento de leucócitos pelo extrato 

podem estar relacionados com a inibição do estresse oxidativo e da ativação do NF-κB e a 

consequente redução da produção das citocinas quimiotáticas, TNFα e IL-1β, e também com 

o aumento da sinalização do NO no endotélio, por ativar a NOS e/ou por facilitar os efeitos do 

NO no endotélio, devido à inibição do O2
. Uma figura esquemática resume as hipóteses 

destes resultados além dos outros resultados discutidos posteriormente (Figura 23).  

 

5.3 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA 

 

Durante um processo inflamatório o recrutamento de neutrófilos libera 

mediadores hiperalgésicos diretos, como a PGE2 (CUNHA et al., 2008a). Assim, substâncias 

que reduzem o recrutamento de neutrófilos para o foco inflamatório, como o extrato de T. 

sinapou, tornam-se uma alternativa para o controle da dor inflamatória. 

Em metodologias experimentais que empregam estímulos dolorosos em 

animais, os quais apresentam reações comportamentais compatíveis com a sensação de dor, 

não é possível determinar objetivamente se a sensação apresentada pelo animal é realmente de 

dor, já que este não pode se comunicar, assim prefere-se denominar estas reações como 

nocicepção, resultado da ativação das vias nociceptivas. Neste contexto, estímulos dolorosos 

induzem a liberação de mediadores que ativam os nociceptores a uma resposta 

comportamental considerada nociceptiva, por ser inibida por fármacos analgésicos.  

O tratamento dos animais com o EAE de T. sinapou inibiu de maneira dose-

dependente as respostas comportamentais nociceptivas (contorções abdominais) induzidas 

pelos estímulos ácido acético e PBQ. Da mesma forma, o tratamento com a indometacina 

(inibidor da ciclooxigenase) também inibiu a nocicepção manifesta nestes testes, o que 

corrobora com a participação de prostanóides nestes modelos nociceptivos (GOTO et al., 

1998). Diversas evidências mostraram que flavonóides isolados ou extratos de plantas ricos 

em flavonóides inibem estas respostas comportamentais nociceptivas (BONKANKA; 

SÁNCHEZ-MATEO; DE CAMPOS-BUZZI et al., 2006; KUPELI et al., 2006; MOHAMAD 

et al., 2010; RABANAL, 2011; SANNIGRAHI et al., 2011; VALÉRIO et al., 2009). 

Os modelos experimentais de contorções abdominais induzidas por ácido 
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acético e PBQ são métodos simples e rápidos para triagem de novas drogas, e ao mesmo 

tempo estes métodos envolvem mecanismos complexos, incluindo a produção de citocinas 

pró-inflamatórias e abertura de canais iônicos (VERRI et al., 2007b; 2008a). Embora os 

estímulos ácido acético e PBQ induzam uma resposta comportamental similar, há 

mecanismos diferentes envolvidos entre eles. Por exemplo, a IL-18 e a endotelina participam 

da nocicepção induzida por PBQ, mas não por ácido acético (GRISWOLD et al. 1999; 

VERRI et al., 2008a). Um denominador comum destes modelos é a participação de 

prostanóides, outras citocinas e a susceptibilidade de tratamento com opióides (VERRI et al., 

2007b; 2008a).  

Interessantemente, houve diferença nos efeitos antinociceptivos do extrato 

de T. sinapou dependendo da via de administração. A ordem descendente de atividade 

antinociceptiva foi i.p. > v.o. > s.c., portanto não há perda significativa por via oral. Como os 

efeitos da v.o. foram significativamente maiores que da via s.c. é possível considerar que há 

diferenças farmacocinéticas nos compostos presentes no extrato de T. sinapou e que a 

viabilidade destes compostos no trato gastrointestinal modulam os efeitos antinociceptivos do 

extrato. Esses resultados corroboram com Halliwell (2005) em que os efeitos protetores dos 

flavonóides e outros compostos fenólicos podem ocorrer dentro do trato gastrointestinal. 

No modelo de nocicepção manifesta (flinches e lambida da pata) induzida 

pela formalina o tratamento com o extrato de T. sinapou também foi efetivo. Este resultado 

corrobora com efeitos de extratos de plantas contendo flavonóides ou de flavonóides isolados 

(BONKANKA; SÁNCHEZ-MATEO; DE CAMPOS-BUZZI et al., 2006; HEIDARI et al., 

2009; MOHAMAD et al., 2010). O teste da formalina se caracteriza por duas fases, em que a 

primeira fase, neurogênica, primeiros 5-10 minutos, é considerada ser de efeitos diretos da 

formalina nos receptores de potencial transitório com domínios anquirina 1 (TRPA1), 

membro de uma família de canais catiônicos, expresso em um subgrupo de neurônios 

nociceptivos primários (MCNAMARA et al., 2007). E a segunda fase do teste da formalina, 

inflamatória, depende da produção local de citocinas e outros mediadores inflamatórios 

(CHICHORRO et al., 2004). Evidências indicam que mediadores como a bradicinina 

(CHICHORRO et al., 2004; CORREA; CALIXTO, 1993), citocinas: TNFα e IL-1β, IL-6 e 

IL-8 (CHICHORRO et al., 2004; WORDLICZEK et al., 2000), aminas simpáticas 

(CHICHORRO et al., 2004; FUCHS et al., 1999) e prostanóides, mas não leucotrienos 

(CHICHORRO et al., 2004; MALMBERG; YAKSH, 1995) participam de uma ou ambas as 

fases do teste de nocicepção manifesta induzida pela formalina. Assim, como o extrato de T. 

sinapou foi efetivo em ambas as fases do teste de nocicepção manifesta induzida pela 
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formalina é possível que, este atue por meio da redução da produção de diferentes mediadores 

hiperalgésicos, de ação direta e/ou indireta nos receptores neuronais, e/ou ainda por interagir 

com os TRPA1, de forma a reduzir a nocicepção induzida pela formalina. O tratamento com o 

opióide morfina também inibiu ambas as fases do teste de nocicepção manifesta induzida pela 

formalina, conforme previamente descrito por Shibata et al. (1989). 

O tratamento com o extrato de T. sinapou inibiu também o comportamento 

nociceptivo de número de flinches e tempo de lambida da pata induzido por CFA 

(Mycobacterium tuberculosis inativa). Evidências indicam que a nocicepção manifesta 

induzida por CFA é resultado de uma liberação sequencial dos mediadores: TNFα - IL-1β - 

fator de crescimento do nervo (NGF) e por fim a sensibilização direta dos nociceptores, 

devido à estimulação da produção de prostanóides (SAFIEH-GARABEDIAN et al., 1995). 

Assim, o extrato de T. sinapou pode atuar como um agente antinociceptivo, por inibir a 

produção e/ou ação destes diferentes mediadores hiperalgésicos. Ademais, estudos mostraram 

que os níveis de TNFα mantém-se elevados em 5 dias após a injeção i.pl. de CFA em ratos 

(WOOLF et al., 1997), desta forma este estímulo é um modelo de hiperalgesia persistente, e 

por isso foi utilizado também como um modelo de pós-tratamento neste estudo. 

Para exemplificar melhor o processo inflamatório e mais especificamente a 

hiperalgesia, foi utilizado também o modelo de Cg, administrada i.pl.. Como já citado 

anteriormente, a Cg desencadeia a produção de mediadores pró-inflamatórios, que induzem a 

hiperalgesia. Ao mesmo tempo em que ocorre a liberação de citocinas pró-inflamatórias, 

ocorre também a liberação de citocinas anti-inflamatórias que modulam o desenvolvimento da 

resposta inflamatória como a IL-10, a qual inibe a produção de TNFα e IL-1β (VERRI et al 

2006b). 

O tratamento com o EAE de T. sinapou reduziu a hiperalgesia mecânica no 

pré e pós-tratamento, como observado nos modelos com Cg e CFA, respectivamente. O 

tratamento com indometacina também foi efetivo na redução da hiperalgesia nestes testes, o 

que corrobora a participação de prostanóides nestes modelos. Os modelos de hiperalgesia 

inflamatória induzida por Cg e CFA são extensivamente utilizados em estudos pré-clínicos na 

busca de novas drogas e seus mecanismos de ação. Estudos mostraram que flavonóides e 

extratos de plantas padronizados ricos em flavonóides inibem a hiperalgesia nestes modelos 

(VALÉRIO et al., 2009; QUINTÃO et al., 2011).  Desta forma, substâncias que inibem a 

hiperalgesia nestes modelos, como demonstrado pelo extrato de T. sinapou, consistem em 

achados importantes com promissora aplicabilidade.  

É bem estabelecido que na hiperalgesia induzida por Cg e CFA há a 
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participação de citocinas (CUNHA et al., 2005; CUNHA et al., 2010b; SAFIEH-

GARABEDIAN et al., 1995; VERRI et al., 2007b). Neste contexto, o tratamento com o 

extrato de T. sinapou reduziu a produção de citocinas hiperalgésicas (TNFα e IL-1β) 

induzidas pela Cg no tecido subcutâneo plantar dos animais assim como na cavidade 

peritoneal. Estas citocinas são mediadores cruciais da dor, participam indiretamente da 

sensibilização dos nociceptores e estão envolvidas em modelos de nocicepção manifesta, 

hiperalgesia mecânica e térmica, o que sugere estes mediadores como alvos terapêuticos 

potenciais (VERRI et al., 2006b). Então, a redução da produção destas citocinas pelo extrato 

de T. sinapou além de demonstrar um mecanismo anti-inflamatório é também um anti-

hiperalgésico efetivo na hiperalgesia inflamatória, capaz de prevenir a sensibilização dos 

nociceptores. 

A redução da produção das citocinas TNFα e IL-1β pelo extrato de T. 

sinapou foi semelhante a do glicocorticóide dexametasona. Os glicocorticóides atuam no 

núcleo celular e induzem a expressão de diferentes moléculas anti-inflamatórias, como a IL-

10 e o IκB (SCHEINMAN, et al., 1995). Esta classe de medicamentos também promove a 

síntese e liberação do peptídeo anexina-1, o qual inibe a fosfolipase A2, e consequentemente 

bloqueia a ciclooxigenase-2 e a síntese de PGs (FERREIRA et al., 1997). As ciclooxigenases 

para produzir PGs utilizam como substrato o ácido araquidônico, este em condições normais 

encontra-se esterificado nos fosfolipídeos da membrana celular, no entanto, durante um 

processo inflamatório são mobilizados pela ação da enzima fosfolipase A2 (VANE; 

BAKHLE; BOTTING, 1998). Desta forma, os glicocorticóides previnem a sensibilização dos 

nociceptores dependente da inibição da produção de mediadores hiperalgésicos. 

Foi investigado também se o tratamento com o extrato de T. sinapou é capaz 

de bloquear a sensibilização dos nociceptores já instalada por um mediador hiperalgésico de 

ação direta, a PGE2. De acordo com os resultados obtidos, a redução da hiperalgesia mecânica 

induzida pela PGE2 indica que o extrato de T. sinapou também bloqueia a sensibilização dos 

nociceptores induzida por mediador hiperalgésico de ação direta nos nociceptores. 

Estudos mostraram que os flavonóides aumentam o limiar nociceptivo 

térmico (MOHAMAD et al., 2010; SANNIGRAHI et al., 2011). Neste contexto, foi avaliado 

se o tratamento com o EAE de T. sinapou é eficaz em produzir antinocicepção em modelos de 

estímulos nocivos térmicos, pelo teste da placa quente. Este modelo é sensível para drogas 

que atuam centralmente de forma que as respostas comportamentais dos animais de retirada 

da pata na placa quente são consideradas ser de efeitos supra-espinais (CHAPMAN et al., 

1985; LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001; WOOLFRE; MACDONALD, 1944). O 
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modelo da placa quente caracteriza-se por produzir uma resposta rápida ao estímulo nocivo, 

mediada pela ativação de nociceptores (fibras C e Aδ). Os receptores térmicos são membros 

da família dos receptores de potenciais transitórios e são denominados de receptores 

vanilóides, estes receptores são diretamente ligados a canais iônicos (JULIUS; BASBAUM, 

2001). Como o tratamento dos animais com o extrato de T. sinapou induziu a um aumento do 

limiar nociceptivo térmico no teste da placa quente, sugere-se que o extrato possa agir via 

mecanismos de ação supra-espinais, incluindo o opióide (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 

2001; CARVALHO et al., 2011).  

De fato, o tratamento com naloxona, um antagonista dos receptores opióides 

preveniu de maneira dose-dependente os efeitos anti-hiperalgésicos do extrato de T. sinapou 

na hiperalgesia mecânica e térmica induzida pela Cg. O tratamento com o extrato de T. 

sinapou reduziu também o recrutamento de neutrófilos induzido pela Cg de maneira 

dependente de receptores opióides. Com relação à droga controle, a morfina, seus efeitos anti-

hiperalgésicos e inibitórios sobre o infiltrado leucocitário também foram revertidos pelo 

tratamento com naloxona. Os opióides como a morfina além de serem analgésicos efetivos, 

reduzem o recrutamento de neutrófilos ao foco inflamatório (MARTIN et al., 2010). Eles 

podem reduzir o recrutamento de neutrófilos ao foco inflamatório, já que reduzem os níveis 

de citocinas pró-inflamatórias, como TNFα e IL-1β (CLARK et al., 2007; WANG et al., 

2005). Desta forma, o tratamento com o extrato de T. sinapou, assim como a morfina, reduz a 

hiperalgesia inflamatória por mecanismos de ação dependentes dos receptores opióides e 

também dependentes da redução de citocinas hiperalgésicas. Os resultados apresentados na 

Figura 20 mostram ainda uma relação entre a migração de neutrófilos para o foco inflamatório 

e a hiperalgesia mecânica e térmica, pois como já discutido, neutrófilos são fontes de 

mediadores hiperalgésicos (CUNHA et al., 2010b). 

Os receptores opióides são encontrados, principalmente no SNC espinal, 

supra-espinal e periférico e também no trato gastrointestinal. Os opióides podem ser de 

origens naturais (ex.: morfina), semi-sintéticos (ex.: benzil-morfina), sintéticos (ex.: fentanil), 

ou endógenos, peptídeos produzidos naturalmente pelo corpo, por exemplo, endorfinas, 

encefalinas e dinorfinas. As drogas opióides usadas terapeuticamente apesar de não serem 

peptídeos possuem conformações semelhantes em solução às dos opióides endógenos, 

ativando os receptores em substituição destes (TRESCOT et al., 2008). Desta forma, é 

possível que os compostos presentes no extrato de T. sinapou ativem os efeitos fisiológicos 

dos receptores opióides, por atuarem diretamente nos receptores opióides e/ou indiretamente 

por induzirem a liberação de peptídeos opióides endógenos. 
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A naloxona é um antogonista de receptores opióides. Assim, o tratamento 

com o extrato de T. sinapou pode induzir efeitos dependentes da ativação de receptores 

opióides supra-espinais, já que o extrato aumentou o limiar nociceptivo térmico no teste da 

placa quente (LE BARS; GOZARIU; CADDEN, 2001), mas também não se descarta a 

possibilidade da ativação de receptores opióides espinais. Ademais, como o tratamento com o 

extrato foi capaz de bloquear a sensibilização periférica dos nociceptores induzida por um 

mediador hiperalgésico de ação direta, a PGE2, é possível que o extrato atue também por 

ativar efeitos dependentes de receptores opióides periféricos. Perifericamente, a ativação dos 

receptores opióides inibe a hiperalgesia por estimular a nNOS a produzir NO, o qual induz a 

abertura dos canais K+ e reverte a sensibilização dos nociceptores (CUNHA et al., 2010a). 

Evidências indicam que flavonóides apresentam efeitos dependentes da ativação de receptores 

opióides, provavelmente por induzir a liberação de opióides endógenos (ANJANEYULU; 

CHOPRA, 2003) e ativam a nNOS (XU et al., 2011) e a eNOS (CHEN et al., 2010; RIZZA et 

al., 2011). Neste contexto, como o extrato de T. sinapou é rico em flavonóides é possível que 

este atue como um anti-hiperalgésico por ativar direta ou indiretamente (por induzir a 

liberação de opióides endógenos) os receptores opióides e por ativar as isoformas 

constitutivas da NOS (nNOS e eNOS), uma vez que seus efeitos anti-inflamatórios também 

mostraram-se dependentes da NOS. 

Os opióides são analgésicos efetivos, e a ativação de mecanismos opióides 

endógenos pode evitar o uso excessivo de opióides. O uso clínico dos opióides é limitado 

devido a seus efeitos colaterais, como depressão respiratória, constipação, tolerância e 

dependência física (TRESCOT et al., 2008). Neste contexto, drogas que induzam efeitos 

dependentes da ativação de receptores opióides como o extrato de T. sinapou, podem 

representar uma abordagem terapêutica promissora (CUNHA et al., 2010a; CARVALHO et 

al., 2011). 

Em suma, estes resultados demonstram que o tratamento com o extrato de T. 

sinapou induz uma resposta antinociceptiva em modelos de nocicepção manifesta e de 

hiperalgesia mecânica e térmica. Ademais, os mecanismos antinociceptivos do extrato podem 

estar relacionados com a redução da produção de citocinas hiperalgésicas (TNFα e IL-1β), 

com a ativação das isoformas constitutivas da NOS e mostraram-se dependentes da ativação 

do sistema opióide endógeno. Uma figura esquemática resume as hipóteses destes resultados, 

além dos outros resultados discutidos anteriormente (Figura 23). 
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5.4 AVALIAÇÃO DA TOXICIDADE 

 

Um viés nos estudos de substâncias antinociceptivas que deve ser 

descartado é a alteração no desempenho motor produzida por algumas substâncias, que pode 

ser erroneamente avaliada como ação antinociceptiva. Os resultados do teste de rota-rod 

permitem confirmar que a restauração do limiar nociceptivo é resultado da ação da 

administração do extrato de T. sinapou, e não decorrente de uma suposta alteração 

comportamental derivada de efeitos tóxicos/sedativos ou relaxantes musculares, que poderiam 

levar a um registro errôneo no processo de obtenção de resultados com o filamento de Von 

Frey, e nos outros testes antinociceptivos que dependem da movimentação dos animais. Este 

resultado corrobora com estudos anteriores dos efeitos de extratos de plantas contendo 

flavonóides ou de flavonóides isolados (DALBÓ et al., 2005; MOHAMAD et al., 2010, 

VALÉRIO et al., 2009a). 

Evidências mostraram que extratos de T. sinapou apresentaram atividade 

ictiotóxica (ANDEL, 2000) e larvicida (VASCONCELOS et al., 2009) o que pode representar 

um risco de possíveis efeitos tóxicos. Contudo, pela determinação dos níveis séricos de AST e 

ALT nos camundongos não foram detectados efeitos hepatotóxicos após o tratamento com o 

extrato de T. sinapou. A utilização da atividade destes biomarcadores é um importante 

instrumento para monitorar em estudos pré-clínicos drogas que induzem danos hepáticos 

agudos (OZER et al., 2008). Desta forma, os flavonóides podem ser tóxicos para algumas 

espécies e ao mesmo tempo não serem tóxicos para humanos. Por último, é consenso que os 

efeitos benéficos dos flavonóides à saúde humana estão relacionados com seus efeitos 

antioxidantes (CASAGRANDE et al., 2006b; FRANCESCHELLI et al., 2011; GEORGETTI 

et., 2007; HALLIWELL, 2000a, 2008; PRATT; TALLMAN; PORTER, 2011). 
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6 CONCLUSÕES 

 

Este estudo fornece a primeira evidência pré-clínica dos mecanismos de 

atividade antioxidante, efeitos e mecanismos anti-inflamatórios e analgésicos do extrato de 

Tephrosia sinapou. O tratamento dos animais com o EAE de T. sinapou reduziu o 

recrutamento de leucócitos totais e neutrófilos induzido por uma variedade de estímulos 

inflamatórios o que corrobora a ampla aplicabilidade deste extrato. Estes efeitos anti-

inflamatórios podem estar relacionados com a inibição do estresse oxidativo pelo extrato, uma 

vez que o extrato apresenta atividade antioxidante em que seus mecanismos mostraram 

envolver poder redutor, sequestro de radicais livres carregados negativamente e 

positivamente, quelação de Fe2+ e inibição da LPO nas etapas de iniciação, propagação e 

terminação.  

Os efeitos anti-inflamatórios do extrato podem também estar relacionados 

com a redução da produção das citocinas quimiotáticas TNFα e IL-1β, uma vez que o extrato 

apresenta atividade antioxidante o que previne a ativação de fatores de transcrição para 

citocinas quimiotáticas ou mesmo constituintes do extrato como os flavonóides podem inibir a 

ativação do NF-κB o que previne a produção de citocinas quimiotáticas. Ademais, os efeitos 

anti-inflamatórios do extrato podem estar relacionados com o aumento da sinalização do NO 

no endotélio, por ativar a NOS ou por facilitar os efeitos do NO no endotélio, devido à 

inibição do O2
. 

O tratamento dos animais com o EAE de T. sinapou inibiu também a o 

comportamento de nocicepção manifesta induzido por diferentes estímulos, sendo ativo via 

i.p., v.o. e s.c. . Além disso, o tratamento com o extrato de T. sinapou reduziu a hiperalgesia 

inflamatória mecânica tanto no pré como no pós-tratamento. Estes efeitos anti-hiperalgésicos 

podem também estar relacionados com a redução da produção das citocinas hiperalgésicas 

TNFα e IL-1β. 

Os efeitos anti-hiperalgésicos do extrato de T. sinapou mostraram-se 

dependentes da ativação dos receptores opióides. O extrato de T. sinapou pode induzir efeitos 

dependentes da ativação dos receptores opióides supra-espinais, já que foi capaz de aumentar 

o limiar nociceptivo térmico no teste da placa quente, mas também não se descarta a 

possibilidade de ativar os receptores opióides espinais. Ainda, como o tratamento com o 

extrato bloqueou a sensibilização dos nociceptores induzida por um mediador hiperalgésico 

de ação direta, a PGE2, é possível que o extrato atue também por ativar os efeitos dependentes 

dos receptores opióides periféricos. Ademais, como os efeitos anti-inflamatórios do extrato 
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mostraram-se dependentes da NOS, é possível que o extrato ative as isoformas constitutivas 

da NOS, a nNOS e a eNOS.  

É importante ressaltar que, o tratamento dos animais com o extrato não 

alterou os níveis séricos de AST e ALT e o desempenho motor dos animais, o que descarta a 

possibilidade de efeitos hepatotóxicos e relaxantes musculares ou tóxicos/sedativos que 

prejudiquem a atividade locomotora.  

Em suma, como diversas evidências indicam a presença de uma variedade 

de flavonóides e compostos novos em plantas do gênero Tephrosia, substâncias isoladas de 

plantas deste gênero, incluindo a espécie T. sinapou, são fontes promissoras de compostos 

terapêuticos com atividade antioxidante, anti-inflamatória e analgésica, que merecem maiores 

investigações.  
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Figura 23 -  EAE de T. sinapou apresenta atividade antioxidante, anti-inflamatória e 
analgésica. O tratamento dos animais com o extrato de T. sinapou reduziu o 
recrutamento de leucócitos para o foco inflamatório induzido por diferentes 
estímulos inflamatórios: Cg, zimosan (ZIM), LPS e glicogênio (GLIC). Os 
mecanismos envolvidos na redução do recrutamento de leucócitos podem estar 
relacionados com a inibição do estresse oxidativo (EROs) e da ativação do NF-
κB e a consequente redução da produção das citocinas TNFα e IL-1β, e 
também com o aumento da sinalização do NO no endotélio, por ativar a NOS 
ou por facilitar os efeitos do NO, devido à inibição do O2

. O extrato de T. 
sinapou também reduziu a nocicepção manifesta e a hiperalgesia inflamatória, 
e os seus mecanismos antinociceptivos podem estar relacionados com a 
redução da produção das citocinas TNFα e IL-1β e mostraram-se dependentes 
da ativação dos receptores opióides. O extrato pode induzir efeitos dependentes 
dos receptores opióides supra-espinais, já que foi capaz de aumentar o limiar 
nociceptivo térmico, mas também não se descarta a possibilidade de ativar os 
receptores opióides espinais, e como o extrato bloqueou a sensibilização dos 
nociceptores induzida pela PGE2, é possível que atue também por ativar os 
receptores opióides periféricos. 
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