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 RESUMO 

  

 

Apigenina (APG), um flavonoide encontrado abundantemente na camomila, possui efeitos 

ansiolíticos e anti-inflamatórios. Contudo, alguns dos seus mecanismos não são completamente 

compreendidos. Avaliou-se a atividade antinociceptiva da apigenina em animais. Foram utilizados 

88 camundongos Swiss distribuídos em grupos não tratados (NT) e tratados com diclofenaco (DFC 

10 mg/kg), morfina (5 mg/kg) ou APG (1, 3 e 9 mg/kg). A hipernocicepção foi avaliada nas fases 

neurogênica e inflamatória do teste de formalina, pelo teste Von Frey, amostras de tecidos plantares 

dos animais foram coletadas e analisadas por histologia, e na placa quente. Apenas a dose de APG 

(3 mg/kg) reduziu o tempo de lambedura da pata dos animais na fase inflamatória do teste da 

formalina, de maneira similar ao DCF ou morfina, o que é consistente com a redução da alodinia 

mecânica observada no teste de Von Frey nas 4ª e 24ª h após sensibilização por carragenina 

intraplantar. Quanto à fase inicial do teste de formalina, a APG, em nenhuma das doses utilizadas, 

alterou a nocicepção neurogênica, condizente com a ausência de efeitos antinociceptivos da APG no 

teste de placa quente, em comparação à morfina. Assim, sugere-se que a APG reduziu a 

hipernocicepção inflamatória em camundongos, independente de efeitos centrais.   

 

Palavras-chave: Apigenina, Dor, Nocicepção. 

  



 
 

ABSTRACT 

  

 

Apigenin (APG), a flavonoid abundantly found in chamomile, has anxiolytic and anti-inflammatory 

effects. However, its mechanisms are not fully understood. The antinociceptive activity of apigenin  

was evaluated. In animals eighty eight Swiss mice distributed in untreated (NT) and treated with 

diclofenac (DFC 10 mg / kg), morphine (5 mg / kg) or APG (1, 3 and 9 mg / kg) were used. The 

hypernociception was evaluated in the neurogenic and inflammatory phases of the formalin test, by 

the Von Frey test, plantar tissue samples from the animals were collected and analyzed by 

histology, and in the hot plate. Only the intermediate dose of APG (3 mg / kg) reduced the paw 

licking time of the animals in the inflammatory phase of the formalin test, similar to the DCF or 

morphine, which is consistent with the reduction of mechanical allodynia observed in the test of 

Von Frey on the 4 fourth and 24 fourth hour after intraplantar carrageenan sensitization. As for the 

initial phase of the formalin test, APG, at any of the doses used, altered the neurogenic nociception, 

consistent with the absence of antinociceptive effects of APG in the hot plate test, compared to 

morphine. Thus, it is suggested that APG reduced inflammatory hypernociception in mice 

independently of central effects. 

 

Key words: Apigenin, Causalgia, Pain Measurement. 
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1  INTRODUÇÃO  

O comitê de taxonomia da Associação Internacional para o Estudo da Dor (International 

Association for the Study of Pain, IASP) nos Estados Unidos em sua última atualização manteve o 

conceito de dor como “Uma experiência sensorial e emocional desagradável associada a uma lesão 

tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal dano” (IASP, 2016).   

A dor comumente entendida é uma experiência complexa que envolve não só a transdução 

de estímulos nocivos de origens ambientais ou orgânicas, mas também o processamento cognitivo e 

emocional pelo cérebro (Basbaun et al., 2009). Assim, os termos alodinia e hiperalgesia 

caracterizam-se respectivamente por dor causada por um estímulo que normalmente não provoca 

dor, e hiperalgesia caracteriza-se pelo aumento da sensibilidade à dor causada por um estímulo que 

normalmente provoca dor (IASP, 2014-2015), enquanto que, conforme o conceito de Sherrington, 

1906, dada a existência de nociceptores, receptores relacionados a estímulos nocivos, em neurônios 

sensoriais primários ativados e sensibilizados por estímulos nocivos, o termo hipernocicepção é o 

melhor que se adequa aos estudos de nocicepção com animais (Cunha et al., 2004). 

 A nocicepção aguda ocorre quando estímulos intensos e nocivos ativam os neurônios 

sensoriais especializados das fibras nervosas Aδ e C. Em seguida, o potencial de ação é transferido 

via medula espinhal, que envia sinais de alerta para o cérebro. Os nociceptores associados às fibras 

Aδ são especializados na transmissão da dor aguda e bem localizada, enquanto que as fibras C estão 

associadas às terminações nociceptivas polimodais e transmitem a dor profunda, difusa e em 

queimação (Guillot et al., 2012; Julius & Basbaun, 2001).  

Na maioria dos casos, a estimulação das terminações nociceptivas na periferia tem 

origem química. O excesso de estímulos mecânicos ou térmicos pode causar dor aguda, porém a 

persistência de tal dor, depois de removido o estímulo causal, ou a dor decorrente de alterações 
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inflamatórias ou isquêmicas nos tecidos, em geral, refletem alteração do ambiente químico dos 

neurônios aferentes de dor (Rang et al., 2016). 

A dor inflamatória é devida à sensibilização de nociceptores de neurônios sensoriais, o 

que provoca aumento na sensação de dor (hiperalgesia). Esta sensibilização ocorre pela ação direta 

de mediadores inflamatórios que são liberados após a lesão tecidual, tais como prostaglandinas (por 

exemplo, PGI2, PGE2) e aminas simpáticas (por exemplo, epinefrina, dopamina) que agem sobre 

receptores presentes na membrana dos nociceptores para desencadearem a ativação de vias de 

segundos mensageiros (Borghi et al., 2013). 

Tem sido demonstrado que outros mediadores da inflamação participam da modulação da 

nocicepção. Sabe-se que em tecido lesionado, mediadores como a bradicinina estimulam a liberação 

do fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), o qual estimula a liberação de interleucinas 1 beta (IL-1β) 

e IL-6. Estas últimas promovem a liberação das enzimas ciclo-oxigenases, as quais convertem o 

ácido araquidônico de membranas celulares em prostaglandinas. Tais prostanoides exercem papel 

central na inflamação e na dor (Chen et al., 2013), tanto o é que os inibidores de ciclo-oxigenases, 

os anti-inflamatórios não esteroidais (AINES), são os fármacos mais visados para o tratamento da 

dor inflamatória.  

No entanto, os AINES, apesar de promover a analgesia e a redução da resposta 

exacerbada do hospedeiro, esses fármacos são responsáveis pelo surgimento de efeitos colaterais 

importantes, tais como as úlceras gastrintestinais (Chen et al., 2013), e as complicações e riscos 

cardiovasculares (Spektor & Fuster, 2005; Davies & Jamali, 2004). Nesse contexto, abordagens 

farmacológicas que não atuem diretamente na síntese das ciclo-oxigenases podem vir a ser 

interessantes sob o ponto de vista risco-benefícios. Grande atenção tem sido devotada a agentes 

dietéticos derivados de plantas como fonte de moléculas com propriedades terapêuticas diversas. 

Dentre estes, destaca-se a apigenina. 
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                A apigenina (APG) é um composto biflavonóide, que são considerados pigmentos 

naturais que desempenham um papel fundamental na proteção do vegetal, especificamente uma 

flavona aglicona de diversos glicosídeos, mais conhecida como 4’,5,7-trihidroxiflavona (Svehlíková 

et al., 2004), encontrada em ampla variedade de plantas e herbáceas. A APG é consumida 

principalmente a partir de uma dieta rica em vegetais e frutas (Cardenas et al., 2016; Márquez-

Flores et al., 2016), sendo sua fonte mais abundante o chá de camomila (Avallone et al., 2000). 

A APG tem demonstrado possuir muitas propriedades biológicas, as quais incluem 

efeitos ansiolíticos de maneira dose-dependente (Salehi et al., 2019), efeitos antivirais, 

antibacterianos, antioxidantes, antiapoptose, bem como um potente efeito anticâncer com uma 

característica bastante peculiar por apresentar alta seletividade para células malignas e baixa 

atividade sobre as células normais (Siddique et al., 2008). Adicionalmente, diversos estudos 

mostram evidências de que a APG possui propriedades analgésicas (El Shoubaky et al., 2016; 

Pinheiro et al., 2012) envolvendo os sistemas opioides e colinérgicos (Pinheiro et al., 2012). Mais 

recentemente, Zhang e colaboradores demonstraram que a APG protegeu a barreira 

hematoencefálica por inibir a via inflamatória em animais com hemorragia subaracnoide (Zhang et 

al., 2015).  

De maneira geral, a APG tem recebido atenção por seus efeitos anti-inflamatórios 

(Márquez-Flores et al., 2016) e mecanismos imunorregulatórios (Cardenas et al., 2016). Estudos 

têm reportado que a APG, além de demonstrar capacidade de induzir apoptose em neutrófilos, é 

capaz de inibir NF-κB, reduzindo citocinas pró- inflamatórias e óxido nítrico (Cardenas et al., 2016; 

Duarte et al., 2013), o que leva a crer que a APG possa ser efetiva em melhorar condições clínicas 

que envolvam esses mediadores químicos, como a dor inflamatória. 

                 Nesse contexto, foi proposto avaliar a atividade antinociceptiva dessa substância em 

modelos clássicos de avaliação de dor, pois diante dos diversos efeitos gastrointestinais e 

cardiovasculares comuns aos AINEs, é importante descobrir novas abordagens terapêuticas que 
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apresentem propriedades analgésicas e/ou anti-inflamatórias com o mínimo de danos e se possível 

baixo custo. 

 
 
 
2  METODOLOGIA  

 

2.1 Animais 

Foram utilizados 88 camundongos Swiss machos, com massa corpórea entre 20-24 gramas. 

Esses animais foram procedentes do Biotério Central do Campus do Pici-UFC, transferidos para o 

Biotério Setorial do Núcleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM; Faculdade 

de Medicina, da Universidade Federal do Ceará-UFC), e mantidos em gaiolas apropriadas, em um 

ambiente com temperatura controlada (22-25 ˚C), exaustão de ar, ciclo de 12 h claro/escuro cada, 

com livre acesso a água potável e ração padrão comercial, respeitando o número máximo de 8 

animais por gaiola pequena, própria para pequenos animais como camundongos (CEUA-UFC: 

81/2016). 

 

2.2  Apigenina e outros fármacos  

A apigenina (APG), 4′,5,7-Trihidroxiflavona, 5,7-Dihidroxi-2-(4-hidroxiphenil)-4-benzopirona, 

apresentada como um sólido amarelo cristalino, foi adquirida junto à Sigma-Aldrich, com massa 

molar de 270,24 g/mol, número CAS 520-36-5, código do produto 10798 e com pureza acima de 

95% (HPLC).  Para a diluição da APG foi utilizado 4% de polissorbato 80 (Tween 80®; TW80).  

       Para os controles positivos nos ensaios de dor foram utilizados morfina (Dimorf®, 

ampola; Cristália Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda., Itapira, SP, Brasil) e diclofenaco de 

sódio (Voltarem®, comprimido; Novartis, São Paulo, SP, Brasil), os quais foram diluídos em 

solução salina NaCl a 0,9%. A carragenina lâmbda foi adquirida pela SigmaAldrich, entregue pela 

filial Brasil.  
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Para eutanásia dos animais, foi utilizada a combinação de quetamina (Cetamin, Syntec®, 

Hortolândia, SP, Brasil) com cloridrato de xilazina (Xilazin, Syntec®, Hortolândia, SP, Brasil) em 

sobredose anestésica. O formol utilizado foi obtido da Dinâmica (Dinâmica, Diadema, SP, Brasil). 

 

 

2.3 Protocolos experimentais de nocicepção e inflamação 

 

2.3.1 Teste da formalina  

O teste da formalina foi realizado conforme descrito anteriormente (Hunskaar & Hole, 1987) 

utilizando 48 camundongos distribuídos em 6 grupos (n=8/grupo), os quais receberam por gavagem 

soluções de TW80 (10 µl/kg),definido como grupo não tratado (NT), apigenina (APG 1, 3 e 9 

mg/kg) (Hassan et al., 2017), morfina (5 mg/kg) ou diclofenaco (10 mg/kg), respectivamente. Após 

30 min dos tratamentos, os animais receberam injeções de solução de formalina a 2,5%, 

administradas por via subcutânea intraplantar nas patas direitas. Para a análise da nocicepção foi 

considerada a quantidade de tempo que o animal despendeu lambendo suas patas desafiadas durante 

os primeiros 5 min (Fase 1, neurogênica) e entre 15 e 30 min seguintes (Fase 2, inflamatória). Os 

dados foram apresentados como média (Me) ± erro padrão da média do tempo que os animais 

dispenderam lambendo as suas patas.  

 

2.3.2 Teste de Von Frey  

A hipernocicepção foi estudada pelo método de Von Frey, o qual avalia a sensibilidade 

tecidual a estímulo mecânico descrito por Frey, 1896, e modificado por Cunha et al., 2004, para 

uma versão eletrônica em camundongos. Portanto, foi utilizado um analgesímetro digital (Insight© 

- Equipamentos, Pesquisa e Ensino; Ribeirão Preto, SP, Brasil) composto por um transdutor de 

pressão conectado a um contador digital, cuja intensidade de pressão é expressa em gramas força 

(gf). O contato do transdutor de pressão à pata é realizado através de uma ponteira descartável de 
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polipropileno (0,5 mm de diâmetro). Os animais foram colocados em caixas de acrílico (12x10x17 

cm) durante 15 minutos para adaptação ao ambiente. O assoalho da caixa é constituído por uma 

rede metálica não maleável, sob o qual foi colocado um espelho para uma melhor visualização das 

patas dos animais sobre essa rede.  

 As alterações nos limiares nociceptivos foram avaliadas exercendo-se uma pressão 

linearmente crescente no centro da planta da pata do animal até a produção de uma resposta 

caracterizada como sacudida (“flinches”) da pata estimulada. Os estímulos são repetidos, em geral, 

até o animal apresentar três medidas similares com uma clara resposta de “flinch” após a retirada da 

pata. A intensidade de hipernocicepção foi quantificada como a variação na pressão obtida: [média 

de três valores expressos em gramas (força) observada antes do procedimento experimental (0 

hora)] subtraída da [média de três valores em gramas (força) após a administração dos estímulos], 

que variam de acordo com o experimento (Jensen et al., 1986).   

A resposta comportamental do animal ao aparelho, isto é, o limiar nociceptivo, foi 

estudado em 16 animais alocados em 2 grupos de 8 camundongos cada, os quais foram avaliados 

antes (resposta basal) a após receberem por gavagem solução de Tween 80 (TW80 10 µl/kg), grupo 

NT ou APG 3 mg/kg. Após 30 min da administração de TW80 e APG foram aplicados o estímulo 

carragenina na pata direita (300 µg/intraplantar) nos animais de cada grupo, e reavaliados após 30 

min, 1, 2 e 3 h e 1 dia. Os dados foram apresentados como intensidade de hipernocicepção que 

corresponde à variação de limiar de retirada da pata em gramas (Moller et al., 1998).  

 

 2.3.3 Análise histopatológica  

Para tal análise, os animais submetidos ao teste do Von Frey tiveram amostras de seus 

tecidos plantares removidas após a eutanásia. O tecido plantar da pata esquerda dos animais que 

receberam solução de Tween 80 (TW80 10 µl/kg) também foi removido e analisado como tecido 

normal. As amostras foram fixadas em solução tamponada de formaldeído a 10% durante 24 horas e 
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subsequentemente processadas em parafina para cortes seriados (4 µm) em lâminas e coradas por 

hematoxilina e eosina. Foi avaliada a intensidade do infiltrado inflamatório na região da derme e 

realizada uma categorização em escores que variaram de 0 a 3: escore 0, indicando infiltrado 

inflamatório leve; escore 1, indicando infiltrado inflamatório de leve a moderado; escore 2, 

indicando infiltrado inflamatório moderado; e escore 3, indicando infiltrado inflamatório intenso. 

As análises foram realizadas por um único examinador experiente e de forma cega, em um aumento 

de 400x.  

 

2.3.4 Teste da placa quente  

O teste da placa quente foi realizado conforme Eddy & Leimbach, 1953, descrito para a 

avaliação do efeito analgésico central de agentes farmacológicos. Cada camundongo foi colocado 

duas vezes sobre uma placa quente (55±1 ºC), separado com um intervalo de 30 minutos. O 

primeiro “trial” familiarizou o animal ao procedimento, e o segundo serviu como controle do tempo 

de reação como saltar ou lamber a pata. Os animais que mostraram um tempo de reação maior que 

10 s foram dispensados do estudo. Imediatamente após o segundo “trial” (tempo de reação 

controle), 24 camundongos foram distribuídos em 3 grupos de 8 camundongos cada: Tween 80 

(TW80 10 µl/kg) grupo NT, APG  3  mg/kg), morfina (5 mg/kg) ou diclofenaco (10 mg/kg). O 

tempo de reação foi mensurado imediatamente antes (tempo zero), e após 30, 60, 90, 120 e 180 min 

após administração por gavagem de cada um dos tratamentos ou veículo, com um tempo limite 

sobre a placa de 40 s. Os dados foram apresentados como média (Me) ± erro padrão da média do 

tempo de reação dos animais sobre a placa em segundos. 

 

 2.3.5 Análise estatística 

Os dados paramétricos estão apresentados como média ± erro padrão da média (EPM). Na 

comparação entre os grupos foi utilizada Análise de Variância (ANOVA) seguida do teste de 

Bonferroni ou o Test t de Student. Os dados não paramétricos estão apresentados como mediana 
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seguida de seus valores extremos e para análise entre os grupos foi utilizado Kruskal-Wallis e 

Mann-Whitney. Em todas as situações foi adotado o nível de significância p<0,05. Para as análises 

foi utilizado o software GraphPad Prism 6, licenciado para Mac (San Diego, CA, USA).        

 

2.3.6 Aspectos éticos 

Todos os protocolos abordados foram previamente submetidos e aprovados pelo Comissão de 

Ética para Uso de Animais da Universidade Federal do Ceará, sob número 81/2016 (Anexo A). Os 

pesquisadores envolvidos se esforçaram em reduzir ao mínimo o número de animais utilizados, bem 

como o sofrimento dos mesmos de acordo com as orientações previstas na Lei Arouca 11.794/2008 

e suas resoluções normativas. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

A administração de formalina na pata dos animais induziu uma resposta nociceptiva naqueles 

que não receberam tratamento, determinada durante os primeiros 5 min (Fase neurogênica) e 

também durante 15-30 min finais (Fase inflamatória), caracterizada pelo tempo de lambedura da 

pata dispendido pelos animais.  Durante os primeiros 5 min, a administração de morfina (5 mg/kg) 

reduziu de forma significante esse tempo de lambedura da pata no teste da formalina em 73,1%, 

quando comparado ao grupo não tratado. O tratamento com diclofenaco (10 mg/kg) e as diferentes 

doses de apigenina não demostraram diferença significante em relação ao grupo não tratado (Figura 

1). 

Na fase inflamatória, morfina (5 mg/kg) e diclofenaco (10 mg/kg) reduziram (p<0,05) esse 

tempo em 91,3% e 65,9% respectivamente. (Figura 1). O tratamento com APG na dose de 3 mg/kg-

gavagem, 30 min antes da indução do estímulo inflamatório com formalina a 2,5%, reduziu 

(p<0,05) o tempo de lambedura da pata em 78,1% em relação ao grupo não tratado (Figura 1). As 

doses de APG 1 e 9 mg/kg não demonstraram diferença significante em relação ao grupo não 

tratado em nenhuma das fases.  
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Figura 1: Efeito do tratamento com apigenina no tempo de lambedura da pata em 

camundongos no teste da formalina. 
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Os animais foram tratados com morfina (Morf 5 mg/kg), diclofenaco (DCF 10 mg/kg), apigenina 

(APG) nas doses de 1,3 e 9 mg/kg, respectivamente, administrados por gavagem ou não receberam 

tratamento (NT). Após 30 min dos tratamentos, os animais receberam injeções de solução de 

formalina a 2,5%, administradas por via subcutânea intraplantar nas patas direitas. Os dados estão 

apresentados como Média ± EPM, de 8 animais por grupo, da quantidade de tempo que o animal 

passou lambendo suas patas desafiadas durante os primeiros 5 min (Fase A, neurogênica) e entre 15 

e 30 min seguintes (Fase B, inflamatória). *p<0,05 e **p<0,01 em comparação ao NT (ANOVA, 

Bonferroni). 

 

A resposta nociceptiva induzida por formalina em camundongos é um dos modelos mais 

comuns de inflamação aguda e acredita-se ser um evento bifásico. A fase inicial é de curta duração 

e inicia imediatamente após injeção, nos primeiros 5 minutos (fase neurogênica), sendo 

caracterizada pela ativação da fibra C devido a estímulos periféricos. A fase final após a injeção de 

formalina, entre 15 e 30 min (fase inflamatória), é um período mais longo e persistente causado por 

inflamação tecidual local e também por alterações funcionais no corno dorsal da medula espinhal 

(Gorzalczany et al., 2011). 

 O componente inflamatório da resposta nociceptiva, a segunda fase, começa após um período 

de silêncio de 10 a 15 minutos e é mediada pela liberação de mediadores, como bradicinina, 

histamina, aminas simpaticomiméticas, fator de necrose tumoral (TNF) e interleucinas. Além desses 
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mediadores, os níveis locais de prostaglandinas são responsáveis pelo progresso da nocicepção e 

são o alvo de ação da maioria dos AINEs (Ferreira, 2013). No presente estudo, o efeito anti-

inflamatório foi observado no tratamento com APG na dose de 3 mg/kg-gavagem, 30 min antes da 

indução do estímulo  inflamatório pela formalina a 2,5%, entre  os 15 e 30 min  (Fase B, 

inflamatória), uma vez que proporcionou redução no tempo de lambedura da pata em 78,1% em 

relação ao grupo não tratado. Assim, acredita-se que APG reduziu a nocicepção na segunda fase 

devido a uma possível inibição da liberação de mediadores inflamatórios, como bradicinina, 

histamina, aminas simpaticomiméticas, TNF e interleucinas, liberados na pata dos camundongos ou 

diretamente bloqueando seus receptores. 

 A literatura tem relatado que a apigenina tem ação anti-inflamatória, por um impedimento de 

citocinas pró-inflamatórias, como a IL-1𝛽 (Mohammad et al., 2016), e redução significativa de 

maneira dose dependente dos níveis plasmáticos de IL-6, TNF-α e PGE2 em comparação com 

grupos não tratados, além de um efeito antagônico na prostaglandina, bradicina, histamina e 

serotonina (El Shoubaky et al., 2016). Desse modo sugere-se que a APG é um agente 

antinociceptivo nesse modelo de hipernocicepção inflamatória por inibir a produção de citocinas e 

prostaglandinas. Ademais, no que concerne à melhor dose de APG, o presente estudo está de acordo 

com o que foi evidenciado anteriormente por Mascaraque et al., 2015 em um modelo de colite em 

ratos. Esses autores, utilizando APG nas doses de 1, 3 e 10 mg/kg por via oral, mostraram que 

embora a dose de 10 mg/kg tenha sido equivalente à dose de 3 mg/kg na redução da colite, a dose 

de 3 mg/kg foi a mais indicada para redução de TNF-α, IL-6 e IL-1β. Desse modo, esses autores 

demonstraram que a curva dose-resposta estabilizou-se em 3 mg/kg (Mascaraque et al., 2015). 

Assim, selecionamos a dose de 3 mg/kg para as demais análises desse estudo e avaliação dos efeitos 

antinociceptivos da APG.  

Considerando a carragenina como estímulo para hipernocicepção mecânica plantar, no 

modelo de Von Frey, evidenciamos que a administração de carragenina na pata dos camundongos 
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induziu uma resposta nociceptiva nos animais que não receberam tratamento, demonstrada pelo 

aumento da intensidade de hipernocicepção, calculada a partir da variação entre o limiar de 

nocicepção basal e após 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h e 24 h do estímulo com carragenina. A dose de 

APG (3 mg/kg) administrada 30 minutos antes da indução do estímulo inflamatório por carragenina, 

mostrou uma tendência à redução da hipernocicepção nas primeiras horas, atingindo redução 

significante nas últimas horas, em que reduziu (p<0,05) na 4ª h o limiar de hipernocicepção em 

65,9% e na 24ª h em 56,7%, em relação ao grupo não tratado (Figura 2A). 

 

Figura 2: Efeito do tratamento com apigenina sobre a hipernocicepção mecânica plantar 

induzida por carragenina. 
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Os animais receberam por gavagem apigenina (APG) na dose de 3 mg/kg ou não receberam 

tratamento (NT), e após 30 min foram aplicados os estímulos Carragenina (300 µg/intraplantar) em 

todos os animais de cada grupo. O teste nociceptivo (hipernocicepção mecânica plantar - Von-Frey 

Eletrônico) foi avaliado antes (resposta basal) e reavaliado após a administração do estímulo, 30 

min, 1, 2, 3, 4 e 24 h. Os dados representam a variação da média do limiar de retirada da pata em 

gramas (intensidade da hipernocicepção) + EPM de um determinado momento em relação ao valor 

basal, de 8 animais por grupo. *p<0,05 relação ao grupo NT (Teste t de Student). 
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Nossos dados mostraram que o tratamento com APG antes da indução do estímulo 

inflamatório pela carragenina foi capaz de reduzir a hipernocicepção mecânica plantar, isto é, 

reduziu a hipernocicepção inflamatória, corroborando, assim com a redução da hipernocicepção 

induzida por formalina.   

Vivancos e colaboradores (2004) demostraram que o Von Frey Eletrônico é uma ferramenta 

útil para caracterização de novos mediadores nociceptivos e também para avaliar novas classes de 

analgésicos periféricos, sejam inibidores da enzima ciclo-oxigenase (COX) ou bloqueadores diretos 

do nociceptor em curso de hipernocicepção. Experimentalmente, foi demostrado que a carragenina 

induz hipernocicepção mecânica em ratos por ativar uma cascata sequencial de citocinas (CUNHA 

FQ et al., 1992). Em camundongos, a cascata de citocinas começa com a liberação de TNF-α 

(atuando no receptor TNF-R1) e de queratinócito derivado de quimiocina (KC), que estimula a 

liberação de IL- 1β. Os mediadores finais dessa cascata são prostaglandinas liberadas pela IL-1 β e 

aminas simpáticas liberadas pelo KC, indicando que a liberação de mediadores primários 

responsáveis pela hipernocicepção é precedida por uma cascata de citocinas (CUNHA  et al.,2005). 

Desse modo, assim como no modelo de formalina, a hipernocicepção mecânica plantar induzida por 

carragenina também é resultante da liberação de citocinas, prostanoides e aminas 

simpaticomiméticas. 

 De fato, a resposta nociceptiva induzido por carragenina é um processo bifásico, semelhante 

ao que ocorre no modelo da formalina. Na primeira fase, uma hora após a injeção de carragenina, 

ocorre a liberação de serotonina e histamina, enquanto que na segunda fase predominam 

bradicinina, proteases e prostaglandina, e são liberadas duas a três horas, após a injeção de 

carragenina (Ouachrif et al., 2012). Nesse contexto, embora a APG tenha mostrado uma tendência 

de redução do limiar de hipernocicepção ao longo do tempo do experimento, a sua eficácia na 

quarta hora indica seu efeito antagônico na prostaglandina, bradicinina e proteases, em detrimento 

de histamina e serotonina. Além disso, um estudo de El Shoubaky et al., 2016 mostrou que a 

injeção de carragenina em patas direitas de ratos induziu elevação nos níveis plasmáticos de IL-1β, 
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IL-6, TNF-α e PGE2, enquanto a apigenina reduziu esses mediadores de forma significante e dose-

dependente comparado com o grupo não tratado.  Desse modo, corroborando os achados do teste de 

formalina, sugere-se que a APG é um agente antinociceptivo nesse modelo de inflamação por inibir 

a produção de citocinas e prostaglandinas.  

A fim de confirmar a relação da atividade anti-inflamatória da APG como possível causa de 

seu efeito antinociceptivo demonstrado no presente estudo, o tecido plantar dos animais submetidos 

ao teste de hipernocicepção mecânica plantar induzido por carragenina foi avaliado por histologia. 

Foi demonstrado, que as amostras teciduais dos animais que não receberam tratamento e em cuja 

pata não foi administrada carragenina apresentou um infiltrado inflamatório leve [Normal: 0(0-0)] 

(Tabela 1, Figura 3A). Em contrapartida, a resposta nociceptiva observada no teste do Von Frey nos 

animais foi associada a um intenso infiltrado inflamatório, sendo demonstrado um aumento 

significante desse infiltrado na pata dos animais em que foi administrado carragenina e que não 

receberam tratamento, em relação ao observado na pata Normal [NT: 3(3-3)] (Tabela 1, Figura 3B). 

O tratamento com APG (3 mg/kg) reduziu o infiltrado inflamatório no tecido plantar de forma 

significante em relação àquele de animais NT, apresentando infiltrado de leve a moderado [APG 3 

mg/kg: 1(0-2)] (Tabela 1, Figura 3C). Assim, além da redução de mediadores inflamatórios já 

relatada na literatura, a APG mostrou-se capaz de reduzir o infiltrado inflamatório, confirmando seu 

efeito anti-inflamatório. Tais achados podem explicar a redução da nocicepção nos modelos 

utilizados no presente estudo, modelos estes classicamente conhecidos como de hipernocicepção 

inflamatória.  

 

Tabela 1: Efeito do tratamento com apigenina no infiltrado inflamatório na pata de 

animais desafiadas com carragenina. 

Grupo 

Análise  

Normal NT APG 3 mg/kg 

 Carragenina  

Histopatologia 0 (0-0) 3 (3-3)# 1 (0-2)* 
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(escores) 

Os animais receberam por gavagem apigenina (APG) na dose de 3 e mg/kg ou não receberam 

tratamento (NT), e após 30 min foram aplicados os estímulos Carragenina na pata direita (300 

µg/intraplantar) em todos os animais de cada grupo. O tecido plantar direito dos animais NT e APG 

e o esquerdo dos animais NT foram removidos. Os dados representam a mediana (valores 

extremos), de 8 animais por grupo. 
#
p<0,05 em relação ao Normal; *p<0,05 relação ao grupo NT 

(Kruskal-Wallis e Mann-Whitney). 

 

 

 

Figura 3: Aspecto histológico da pata de animais desafiadas com carragenina  

 

                                                                                                     

 (A) Grupo Normal. (B) Grupo Não Tratado. (C) Grupo APG 3mg/kg. Estruturas da pele: queratina 

(q), epiderme (e) e derme (d). Aumento de 400x. 

 

Nesse contexto, como a inflamação também é acompanhada de dor, a maioria dos agentes 

anti-inflamatórios tem um potencial antinociceptivo. A atividade analgésica periférica das drogas 

pode ser via inibição de ciclo-oxigenases (COX), lipoxigenases e/ou de outros mediadores, 

enquanto a ação analgésica central pode ser através da inibição dos receptores centrais de dor 

(Santos et al., 2003). Assim, embora a APG não tenha reduzido a nocicepção na fase neurogênica 

no modelo de formalina, foi feito o teste da placa quente para investigação de possível efeito central 

da APG. 
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No teste de placa quente, o tratamento com morfina (5 mg/kg), utilizada como controle 

positivo, induziu um aumento do tempo de reação dos animais de forma significante em relação ao 

grupo NT, nos tempos de 30, 90 e 120 minutos, evidenciando  sua  atividade analgésica central 

(Figura 4). A APG (3 mg/kg), por sua vez, não demonstrou efeito antinociceptivo central, sendo 

semelhante (p>0,05) ao grupo NT em todos os momentos avaliados (Figura 4), corroborando os 

achados do teste da formalina, em que a APG não apresentou efeitos significantes na fase 

neurogênica.  

 

 

Figura 4: Efeito da Apigenina no decorrer dos tempos de reação a estímulos térmicos (placa 

quente) induzidos em camundongos. 
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Os animais foram tratados com morfina (Morf 5 mg/kg), apigenina (APG 3 mg/kg), 

respectivamente, administrados por gavagem ou não receberam tratamento (NT). O tempo de 

reação foi mensurado imediatamente antes (tempo zero), e após 30, 60, 90, 120 e 180 min após 

administração de cada um dos tratamentos ou veículo, com um tempo limite sobre a placa de 40 s. 

Os dados estão apresentados como Média ± EPM, de 8 animais por grupo, do tempo de reação do 

animal como saltar ou lamber a pata. **p<0,01 em comparação ao NT (ANOVA, Bonferroni).  

O teste da placa quente é considerado um modelo específico para drogas analgésicas de ação 

central, as quais exercem seus efeitos analgésicos via receptores supra espinhais e espinhais 
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(Nemirovsky et al., 2001). Este teste, na estimulação térmica, está associado à neurotransmissão 

central, na qual o calor ativa os nociceptores (fibras Aδ e C), impulsionando o estímulo em direção 

ao corno dorsal da medula espinal e, subsequentemente, para os centros corticais (Pinheiro et al., 

2011). 

No presente estudo, enquanto a morfina causou um aumento significante nos tempos de 

reação do teste, a APG na dose utilizada não teve efeito, excluindo, assim, o sistema nervoso central 

como um local relevante de sua ação. Esses dados estão de acordo com outros estudos, em que 

embora doses maiores de APG, 20 a 50 mg/kg, tenham aumentando os tempos de reação dos 

animais no teste da placa quente (El Shoubaky et al., 2016; Özkay et al., 2013), doses mais baixas 

de APG (5 mg/kg) também administradas por gavagem (Özkay et al., 2013), ou doses de 3 até 10 

mg/kg administradas por via intraperitoneal não aumentaram esse tempo de reação (Rylski et al., 

1979). Assim, a baixa dose de APG, utilizada no presente estudo para o teste da placa quente, 

parece ser o motivo para sua falta de efeito antinociceptivo central.   

 

 

4 CONCLUSÃO 

Em conclusão, o presente estudo mostra que a APG na dose de 3 mg/kg  foi capaz de inibir a 

hiperalgesia inflamatória em testes farmacológicos clássicos, sugerindo que esta possui 

propriedades anti-inflamatórias e antinociceptivas periféricas importantes. No entanto, essa dose de 

APG não apresentou efeitos antinociceptivos centrais.  
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ANEXOS 

Anexo A - Aprovação do estudo pela Comissão de Ética no Uso de Animais – UFC 
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