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Resumo 

Apocinina é o mais empregado inibidor de NADPH oxidase, um complexo multienzimático 

capaz de catalisar a redução unieletrônica do oxigênio molecular ao radical ânion superóxido. 

Apesar de controvérsias sobre sua seletividade, a apocinina tem sido utilizada como um das mais 

promissoras drogas em diversos modelos experimentais de inflamação. Neste estudo nosso objetivo 

foi caracterizar as características antioxidantes, pró-oxidantes e antinociceptivas da apocinina e dos 

compostos estruturalmente relacionados vanilina e ácido vanílico. Descobrimos que estes 

compostos são relativamente fracos como antioxidantes. Por outro lado, a apocinina e a vanilina, 

mas não o ácido vanílico mostraram significativas características pró-oxidantes. No que diz respeito 

aos efitos antinociceptivos em ratos, a administração oral de 100 mg/Kg de apocinina, vanilina e 

ácido vanílico, uma hora antes dos testes, foi capaz de reduzir significativamente o edema da pata 

provocada por carragenina e a dor no teste de formalina (fase inflamatória) A apocinina foi também 

capaz de reduzir o efeito nociceptivo induzido por capsaicina, cinamaldeído, mentol e glutamato. 

Utilizando antagonistas específicos, descobrimos que a via serotonérgica, mas não a via mediada 

por óxido nítrico está envolvida no mecanismo de antinocicepção da apocinina. Concluímos que 

não há relação entre as propriedades antioxidantes, pró-oxidantes, inibição de NADPH oxidase e os 

efeitos antinociceptivos estudados. Assim, os efeitos farmacológicos obtidos para a apocinina é uma 

confirmação de que este composto fitoquímico é muito mais do que um inibidor de NADPH 

oxidase. Estudos adicionais deverão ser realizados, mas as propriedades antiinflamatórias e 

antinociceptivas obtidas neste trabalho e os efeitos já descritos na literatura é um indicativo que 

esta molécula simples e barata se tornará um real anti-inflamatório e/ou analgésico. 

 

 

Palavras-chaves: inflamação, dor, NADPH oxidase, metóxi-catecóis, antioxidantes, pró-

oxidantes.  
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Abstract 

 
Apocynin is the most employed inhibitor of NADPH oxidase, a multienzymatic complex 

capable of catalyzing the one-electron reduction of molecular oxygen to the superoxide anion. 

Despite controversies about its selectivity, apocynin has been used as one of the most promising 

drugs in several experimental models of inflammatory diseases. In this study our aim was to 

characterize the antioxidant, pro-oxidant and antinociceptive properties of apocynin and the 

structurally-related compounds vanillin and vanillic acid. We found that apocynin, vanillin and 

vanillic acid are poor antioxidants. Conversely, apocynin and vanillin, but not vanillic acid, showed 

significant pro-oxidant characteristics. Regarding antinociceptive effects in rats, the oral 

administration of 100 mg/Kg of apocynin, vanillin and vanillic, one hour before the tests, was able 

to reduce significantly the paw edema pain provoked by carrageenan and the pain in the formalin 

test (inflammatory phase). Apocynin was also able to reduce the nociceptive effect induced by 

capsaicin, cinnamaldehyde, menthol and glutamate. By using specific antagonists, we found that 

serotonergic, but not the nitric oxide pathway seems to be involved in the mechanism of 

antinociception of apocynin. In conclusion, there is no relationship between antioxidant, pro-

oxidant, inhibition of NADPH oxidase and the antinociception effects observed in these studies. 

Hence, the pharmacological effects obtained for apocynin is a confirmation that this phytochemical 

is much more than an NADPH oxidase inhibitor. Additional studies must be done, but the anti-

inflammatory and antinociceptive properties of apocynin obtained in this work and the effects 

described in the literature are indicative that this simple and inexpensive molecule will become a 

real anti-inflammatory and analgesic drugs. 

 

Key words: Inflammation, pain, NADPH oxidase, methoxi-cathecols, antioxidants, pro-

oxidants. 
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1- INTRODUÇÃO 

 

1.1 Inflamação 
 

  Dentre a diversidade de doenças existentes na humanidade destacam-se os 

processos inflamatórios, os quais estão intimamente relacionados a praticamente todos os 

processos patológicos, incluindo alergias (Naik & Wala, 2013), artriete (Lee, 2013), câncer 

(Abu-Amer, 2009), diabetes (Martins et al.,2010), doenças neurodegenerativas (Czirr & 

Wyss-Coray, 2012)), doenças cardiovasculares (Libby et al., 2002; Konishi., 2010) doenças 

reumáticas (Albers et al., 2005), obesidade (Mangge et al., 2010), senilidade (Khansari et 

al., 2009; Laurson et al., 2010), entre outras. 

        A inflamação é uma resposta de defesa que ocorre após o dano celular seja qual for 

a sua etiologia como microrganismos, agentes físicos (radiação, trauma, queimaduras), 

químicos (toxinas, substâncias cáusticas), necrose tecidual e/ou reações imunológicas 

(Abbas et al., 2000). Após a agressão tecidual, seguem-se fenômenos vasculares mediados 

principalmente pela histamina, tendo como resultado um aumento localizado e imediato da 

irrigação sanguínea, que se traduz em um halo avermelhado em torno da lesão, hiperemia 

ou rubor. Em seguida, tem início uma produção local de mediadores inflamatórios que 

promovem um aumento da permeabilidade capilar e também quimiotaxia, processo 

químico pelo qual células polimorfonucleares e macrófagos são atraídos para o foco da 

lesão (Goltstein et al, 1977., Fletcher, 1993., Sherwood e Toliver-Kinski, 2004). Estas 

células realizam a fagocitose dos elementos que estão na origem da inflamação e 

contribuem para a produção de mediadores químicos, tais como histamina, bradicinina, 

ativação do sistema complemento, metabólitos do ácido araquidônico, citocinas, 



Propriedades Químicas e Farmacológicas da Apocinina e Correlatos 

 

Castor, LRG Página 19 
 

interleucinas, quimiocinas e leucotrienos, etc. Cada um desses mediadores exercem funções 

fundamentais no processo inflamatório (Robinson, 1989) 

. Especificamente: 

- Histamina: É considerado o principal mediador da fase imediata do aumento da 

permeabilidade vascular. É o mediador que inicia a vasodilatação.                                                      

- Bradicinina: É um mediador importante nos primeiros estágios da fase tardia da 

permeabilidade vascular. Sua ação consiste na dilatação arteriolar, aumento da 

permeabilidade das vênulas, dor e quimiotaxia para os leucócitos.  

- Sistema de coagulação: A trombina responsável pela expressão de moléculas de 

adesão do endotélio, produção de quimiocininas, PAF (fator ativador plaquetário), 

óxido nítrico e indução de ciclooxigenases. 

- Metabólitos do ácido araquidônico: Derivados de fosfolipídios e ácidos graxos 

liberados nas membranas plasmáticas pela agressão. São considerados metabólitos 

locais de curto alcance. Formam-se rapidamente e exercem seus efeitos localmente. 

Na seqüência, se decompõe espontaneamente ou por ação enzimática. Ocorrem em 

todos os tecidos. Modulam a resposta inflamatória e são produzidos principalmente 

pela atividade de neutrófilos e macrófagos. Provavelmente responsável pela fase 

tardia e prolongada da permeabilidade vascular. O metabolismo do ácido 

araquidônico pode ocorrer por meio de duas classes principais de enzimas: 

- Via ciclooxigenase: Os produtos desta via são as prostaglandinas e tromboxanos. 

Entre elas: 

        - PGI2 (prostaciclina): vasodilatação e agregação plaquetária 

        - PGE2 (prostaglandina E2): vasodilatação, potencialização do edema e da dor 

promovidos pela bradicinina  
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  e  modulação da função de macrófagos e células NK. 

  - Via da lipoxigenase: Os produtos desta via são os leucotrienos. 

          - LTB4 (Leucotrieno B4): quimiotaxia para leucócitos e aumento da permeabilidade 

vascular; 

          - LTC4, LTD4, LTE4(Leucotrieno C a E4): aumento da permeabilidade vascular; 

- Citocinas pró-inflamatórias: São proteínas produzidas por vários tipos celulares, 

mas principalmente por macrófagos e linfócitos ativados. Desempenham efeitos 

diversos sobre diferentes células, modulando a sua função. As mais conhecidas são 

IL-1, IL-6 e TNF-α (fator de necrose tumoral). TNF- e IL1 promovem a ativação 

metabólica de neutrófilos e macrófagos, ativação angiogênica das células 

endoteliais, efeitos sistêmicos como (febre, perda do apetite, pelo aumento na 

liberação dos lipídios e proteínas, liberação de neutrófilos na circulação, etc), efeitos 

hemodinâmicos do choque séptico especialmente, hipotensão, redução da 

resistência vascular, aumento da freqüência cardíaca e redução do pH do sangue 

(Vinay  et al., 2005). O processo pelo qual estes mediadores alcançam o foco 

inflamatório é mediado por fatores de adesão que são expressos na superfície das 

células endoteliais que revestem internamente os vasos sanguíneos. Estes fatores 

irão mediar a adesão e a diapedese de monócitos circulantes e outras células 

inflamatórias para o local da lesão. Em resumo, todos estes fatores atuam em 

conjunto, levando aos eventos celulares e vasculares da inflamação (Kawai et al., 

2006). De um ponto de vista macroscópico, estes eventos resultam em um aumento 

do diâmetro de capilares responsáveis pela irrigação sanguínea local, produzindo 

hiperemia e aumento da temperatura local (rubor). O edema ou inchaço ocorre a 
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partir do aumento do fluxo sanguíneo e da permeabilidade vascular aos 

componentes do sangue, o que leva ao extravasamento e líquidos intravasculares 

para o espaço intersticial extracelular. 

 

1.2 Dor 
 

         A dor, outro sintoma característico da inflamação, é definida pela Associação 

Internacional para o Estudo da Dor como “uma experiência emocional e sensorial 

desagradável relacionada com a lesão tecidual real ou potencial (Loeser  Melzack, 1999). 

A partir desta definição, pode-se citar componentes fisiológicos, psicológicos e emocionais. 

A junção dos mesmos é o que os humanos entendem por dor. Sendo assim, em animais 

avalia-se a dor de forma indireta. Uma vez que não há aparatos que permitam mensurar 

algum componente emocional, avalia-se somente o componente fisiológico, ao qual se 

denomina nocicepção (Tjolsen  Hole, 1997). Os estímulos nocivos ou lesivos promovem 

uma ativação de receptores periféricos, os nociceptores, que traduzem tais estímulos em 

impulsos elétricos e os transmitem para o corno dorsal da medula espinhal e posteriormente 

para o cérebro (Dray et al., 1994). Existem três modalidades de estímulos mecânicos, 

térmicos ou químicos (Reichiling  Levine, 1999). Entre o estímulo nocivo e inicial e a 

consciência dolorosa existe uma extraordinária série de mecanismos complexos e 

interativos pelos quais o estímulo inicial é transmitido e processado pelos centros 

superiores (Millan, 1999). Os nociceptores, que podem ser ativados pelos estímulos 

dolorosos, estão localizados nas terminações nervosas livres das fibras aferentes primárias 

(Devor, 1999). As fibras aferentes primárias nociceptivas podem ser classificadas em três 

tipos: fibras  A, fibras A e fibras C. Em condições normais,os três tipos de fibras podem 
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transmitir informações não nociceptivas, mas somente fibras A e as fibras C transmitem 

informação  nociceptiva (Konietzny e Hensel, 1975  Millan, 1999), a alodínia também 

pode ser transmitida pelas fibras A. A sensibilização dos nociceptores ocorridas, por 

exemplo, em casos de estímulos químicos, térmicos ou mecânicos, resulta na liberação 

local de mediadores químicos tais como bradicinina, serotonina, histamina, metabólitos do 

ácido araquidônico, citocinas, aminoácidos excitatórios, NO entre outros. Estes mediadores 

interagem com receptores específicos, levando a propagação do sinal nociceptivo graças a 

um aumento na permeabilidade da membrana neuronal a cátions e conseqüente geração do 

potencial de ação (Coutaux et al., 2005).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        

A formação de prostanóides pelas COXs é um dos responsáveis pela sensação de 

dor (Masferrer et al., 1994). As prostaglandinas sensibilizam terminais nociceptivos 

periféricos e produzem uma sensibilidade aumentada a dor. Além das prostaglandinas, 

sabemos que o NO e a serotonina são importantes mediadores nociceptivos importantes da 

nocicepção. O NO é um importante mensageiro biológico que é sintetizado a partir da L-

arginina pela sintase de óxido nítrico (NOS). O NO exerce seu efeitos intracelulares por 

ativar a guanilato-ciclase solúvel, que por sua vez converterá GTP em GMPc, e este, como 

segundo mensageiro poderá ativar a PKG (proteína quinase G), canais iônicos e 

fosfodiesterases. OseK et al. em 2003 afirmam que o NO é produzida pós-sinapticamente à 

ativação de aminoácidos excitatórios principalmente o glutamato  que é encontrado nas 

fibras C. A ativação da NOS  apresentam papel fundamental na transmissão nociceptiva da 

medula espinhal até o centros superiores (Bleakman et al., 2006). Inibidores de NOS são 

capazes de inibir indiretamente receptores ionotrópicos glutamatérgicos como os receptores 

de NMDA (receptores N-metil-D-aspartato). 
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A serotonina (5-HT, 5-hidroxitriptamina) é uma monoamina que também está 

envolvida na modulação da dor (Millan, 2002). A ativação de fibras descedentes 

serotoninérgicas correlaciona-se com a concomitante ação de 5-HT de forma pró-

nociceptiva, vias descendentes facilitatórias, e antinocicceptiva, vias descendentes 

inibitórias (Sawynok & Reid, 1996; Millan, 1999). O núcleo magno da rafe é 

provavelmente o núcleo serotonérgico mais importante na modulação do controle 

descendente da transmissão da dor (Basbaum  Fields, 1984; Millan, 2002). Além disso, 

vários estudos clínicos e pré-clinicos têm demonstrado que medicamentos antidepressivos 

tríciclicos e inibidores da recaptação de serotonina são capazes de produzir marcante 

analgesia tanto em humanos quanto em animais (Carter  Sullivan, 2002; Millan, 2002). 

 Dependendo do tipo de receptor predominantemente, o resultado final de sua ativação pode 

ser a supressão ou facilitação da nocicepção. Ainda, um mesmo tipo ou subtipo de receptor 

serotoninérgico pode ter ações diversas conforme sua localização. A literatura acerca deste 

assunto mostra que a 5-HT pode ter efeito pró-ou antinociceptivo, conforme o sítio onde ela 

é aplicada, o modelo experimental escolhido e a dose utilizada (revidado por Millan, 2002).  

Existem evidências de que a 5-HT aumenta a ação das vias descendentes inibitórias 

adrenérgicas, revelando um sinergismo das atividades das duas vias descendentes 

inibitórias na produção da analgesia (Fürst, 1999). Além disso, é classicamente conhecido 

que as projeções descendentes serotoninérgicas exercem um efeito inibitório marcante 

sobre a transmissão nociceptiva (Basbaum & fields, 1984; Alhaider, 1991a, 1991b). As vias 

descendentes inibitórias serotoninérgicas modulam a transmissão nociceptiva tanto por 

atuarem diretamente sobre os neurônios de projeção, como através de interneurônios 

(Alhaider et al., 1991b).  
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Os receptores para a 5-HT são classificados nos seguintes tipos e subtipos: 5-HT1A, 

5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT1E, 5-HT1F, 5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT2C, 5- HT3, 5-HT4, 5-HT5A, 5-HT6 

e 5-HT7 (Bardin, 2000). Os diferentes mecanismos de transdução de sinal de cada tipo de 

receptor serotoninérgico permitem a observação de efeitos distintos da 5-HT sobre a 

atividade neuronal. No que se refere à participação dos receptores serotoninérgicos no 

controle da nocicepção, pode-se dizer que os tipos mais bem estudados são 5-HT1, 5-HT2 e 

5-HT3. Os receptores 5-HT1A, por exemplo quando localizados nos neurônios de projeção, 

exercem efeito inibitório sobre a atividade neuronal, devido ao seu acoplamento negativo à 

AC e indução da abertura de canais de K
+
 (Boess & Martin, 1994). Portanto, esses 

receptores têm papel importante na analgesia induzida por ativação das vias descendentes 

inibitórias serotoninérgicas a nível espinhal (Bardin et al., 2000; Bardin et al., 2001; 

Colpaert et al., 2002). Os receptores 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT1F compartilham o mesmo 

mecanismo de transdução de sinal do receptor 5-HT1A, possuindo influências igualmente 

inibitórias sobre a atividade neuronal. Estes três receptores estão intimamente relacionados 

quanto à localização, sendo que, em relação à atividade antinociceptiva, os receptores 5-

HT1B possuem atividade mais expressiva do que os outros dois (millan, 2002). Os 

receptores 5-HT2 exercem uma influência excitatória sobre atividade neuronal, devido ao 

acoplamento positivo à PLC e atividade inibitória sobre correntes de K+ (Boess e Martin, 

1994). Perifericamente eles apresentam atividades pró-nociceptivas, entretanto, o 

posicionamento de receptores, 5-HT2A e 5-HT2C em interneurônios inibitórios transforma a 

sua ação pronociceptiva em um papel antinociceptivo (Bardin et al., 2000; Obata et al., 

2001; Sasaki et al., 2001). Isto se deve ao fato de que a atividade das fibras aferentes 

primárias é modulada pela ação 
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de interneurônios inibitórios, encefalinérgicos ou GABA/glicinérgicos, que recebem 

inervação serotoninérgica descendente (Alhaider et al., 1991). O receptor 5-HT3 distingue-

se drasticamente das outras classes de receptores serotoninérgicos por ser um canal 

catiônico pentamérico operado por ligante. Sua ativação aumenta a atividade da PLC, 

reforçando sua influência facilitatória sobre a excitabilidade neuronal (Millan, 2002). Sua 

principal localização no corno dorsal é nas lâminas superficiais, e acredita-se que ele esteja 

também atuando nos interneurônios inibitórios, um vez que seus agonistas seletivos são 

capazes de induzir antinocicepção a nível espinhal (Sazaki et al., 2001). 

 Neste sentido, vemos que tanto a inflamação quanto a dor, são processos inter-

relacionados e multicomplexos onde estão envolvidos vários mediadores químicos, 

neurotransmissores, assim como várias vias de sinalização nociceptivas. 

 

1.3 Inflamação e Estresse Oxidativo 
 

Outro evento da maior relevância nos processos inflamatórios é a capacidade das 

células fagocíticas, tais como neutrófilos e macrófagos, e não fagocíticas, tais como células 

endoteliais, em produzir e secretar as denominadas espécies reativas de oxigênio (EROs) 

tais como, peróxido de hidrogênio (H2O2), radical ânion superóxido (O2
-•
), óxido nítrico 

(•NO), radical hidroxila (•OH), ácido hipocloroso (HOCl), entre outros, e que lhes confere 

alta capacidade microbicida e tumoricida. Como pode ser notado alguns EROs são radicais 

livres. Este termo é usado para designar qualquer átomo ou molécula com existência 

independente e que contenha um ou mais elétrons não pareados nos orbitais externos. Esta 

característica é responsável pela alta reatividade destas substâncias as quais podem abstrair 

prótons ou elétrons de biomoléculas promovendo a sua oxidação. Exemplos de radicais 

livres de origem endógena são o O2
-•
, •NO, •OH (Barreiros et al., 2006). 
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Apesar de suas características deletérias largamente conhecidas, as EROs são 

produzidos continuamente durante processos metabólicos e atuam como mediadores em 

várias reações bioquímicas, desempenhando funções imprescindíveis na proteção 

imunológica e no sistema vascular. Trata-se, por exemplo, da regulação de tônus vascular 

via produção de •NO ou da já conhecida função do H2O2 como mediadores nas vias se 

sinalização celular (Ferreira et al.,1997). 

Entre as vias de produção destes oxidantes destacam-se: 

1- Ativação do complexo multienzimático NADPH oxidase, que transfere elétrons 

da coenzima NADPH para o oxigênio, formando o radical ânion superóxido; 

2- Dismutação do radical ânion superóxido levando a produção de peróxido de 

  hidrogênio;  

3- Produção de radical hidroxila via reação de Fenton; 

4- Produção de óxido nítrico por meio da ação catalítica da enzima óxido nítrico 

sintase (NOS); 

5- Produção de peroxinitrito (ONOO
-
) por meio da reação entre o radical ânion 

superóxido e o óxido nítrico; 

6- Produção de ácido hipocloroso por meio da ação catalítica da enzima 

mieloperoxidase (MPO) em neutrófilos 

 O termo estresse oxidativo está relacionado ao desequilíbrio na produção e/ou 

neutralização de EROs no meio celular. Isto pode ocorrer pelo aumento na produção destes 

oxidantes, ou por alguma deficiência nos mecanismos fisiológicos de detoxificação dos 

mesmos. No contexto dos processos inflamatórios, onde células estimuladas por agentes 

exógenos ou endógenos produzem estes oxidantes em grande quantidade, é comum associar 

o dano tissular à destruição de proteínas, enzimas e estruturas lipídicas no foco inflamatório 
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pelas suas interações com HOCl, •OH, ONOO
-
, etc. Dentre as doenças onde danos 

oxidativos têm sido relacionados com a sua etiologia ou progressão pode-se citar: artrite, 

aterosclerose, diabetes, cardiopatias, disfunções cerebrais, entre outras (Bianchi  Antunes, 

1999). De modo semelhante, o dano nas bases nitrogenadas causados pela produção 

exacerbada de EROs tem sido postulado como um componente da maior importância nos 

processos de mutagênese e carcinogênese (Toyokuni, et al., 1995; Seril et al., 2003).  

 

1.4 NADPH Oxidase e Inflamação 
 

Como descrito acima, o sistema NADPH oxidase é um componente de grande 

relevância na mediação dos processos inflamatórios. Este complexo multienzimático é 

composto pelas proteínas citossólicas p47phox, p67phox, Rac1 e Rac2 e pelo componente 

de membrana flavocitocromo b558 composto de gp91phox e p22phox (Rosen et al., 1998). 

No que diz respeito aos fagócitos, quando ativados por patógenos, partículas opsonizadas, 

imunocomplexos etc., ocorrem mudanças na conformação dessas proteínas, de tal forma 

que sítios de ligação, até então inacessíveis, são expostos levando a migração e agregação 

dos componentes para membrana do fagossomo nascente. Este complexo tem um forte 

poder catalítico, levando à redução do oxigênio a ânion superóxido em uma taxa de 2 

nmol/min por 10
6
 neutrófilos (Nauseef, 2004). A fonte continua de NADPH para os 

fagócitos é a via das hexoses monofosfato. A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) é a 

primeira enzima desta via (“hexose monophosphate shunt”), onde a glicose-6-fosfato 

(Glicose-6-P) é convertida para 6-fosfogluconato (6-PG) e NADP
+
 é reduzida para 

NADPH, que é a coenzima necessária para a geração de superóxido via o sistema NADPH 

oxidase (Ardati et al., 1997) 
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O complexo NADPH oxidase é expresso em vários tecidos/células. Em particular, 

sua presença em células endoteliais nos vasos sanguíneos trouxe à tona sua importância nas 

patologias cardiovasculares. Exemplos disso são os estudos que indicam que a ativação do 

complexo NADPH oxidase está relacionada a doenças de origem inflamatória, disfunção 

endotelial e apoptose (Wei et al., 2007). Outros trabalhos demonstram o envolvimento da 

NADPH oxidase com o desenvolvimento da hipertensão (Puddu et al., 2008), câncer 

(Uschio-Fukai  Nakamura, 2008) e diabetes (Ha et al.,2008). Da mesma forma, 

demonstrou-se que o complexo NADPH oxidase está intimamente relacionado com a 

doença de Alzheimer (Wilkinson  Landreth, 2006). 

 

1.5 Antioxidantes e inflamação 
 

 Sendo a formação endógena de EROs um componente essencial na gênese e/ou 

progressão dos processos inflamatórios, são inúmeros os trabalhos que buscam em 

compostos, tanto sintéticos como naturais, propriedades antioxidantes e que possam ser 

potencialmente úteis em aplicações terapêuticas. Uma definição de antioxidante é 

“qualquer substância que, presente em baixas concentrações quando comparada a do 

substrato endógeno oxidável, é capaz de inibir a oxidação deste substrato de maneira 

eficaz” (Sies & Stahl, 1995). Esses agentes que protegem as células contra os efeitos dos 

radicais livres podem ser classificados em antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos. 

Entre os enzimáticos destacam-se a superóxido dismutase (SOD), catalase, glutationa 

peroxidade, glutationa redutase e enzimas de reparo. Entre os não enzimáticos incluem-se o 

α-tocoferol (vitamina E), β-caroteno, ácido ascórbico (viatamina C), flavonóides, proteínas 

do plasma, selênio e glutationa (Droge, 2003., Halliwell & Cross, 1994). 
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Os antioxidantes atuam em diferentes níveis na proteção dos organismos. O 

primeiro mecanismo de defesa contra radicais livres é impedir a sua formação, 

principalmente pela inibição das reações em cadeia com ferro e o cobre. Os antioxidantes 

são capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo metabolismo celular ou por fontes 

exógenas impedindo o ataque dos mesmos sobre lipídeos, aminoácidos em proteínas, 

duplas ligações em ácidos graxos poliinsaturados e em bases de DNA, evitando a formação 

de lesões e perda da integridade celular. Outro mecanismo de proteção é o reparo das lesões 

causadas pelos radicais. Sendo assim, substâncias com propriedades antioxidantes são 

constantemente estudadas, dado seus potenciais como agentes terapêuticos para inúmeras 

patologias. Alguns antioxidantes de grande relevância e aplicações importantes são: 

- Vitamina C 

Possui efeitos anti-inflamatórios e esta associada à redução da disfunção endotelial 

em pessoas com histórico de doenças cardiovasculares ou diabetes (Wannamethee, 

2006). A combinação de β-caroteno (15mg/dia), vitamina C (50mg/dia) e vitamina 

E (400mg/dia) por seis semanas pode ser usada como tentativa na clínica na para o 

tratamento de hiperlipidemia em fumantes  e para eliminar o estresse oxidativo e 

dano celular (Chao et al., 2002). 

β-caroteno 

Trata-se da pró-vitamina A e evidências epidemiológicas sugerem que os 

carotenóides do soro são potenciais antioxidantes e que tem um papel protetor no 

desenvolvimento de doenças crônicas. Alguns estudos mostram que a concentração 

de β-caroteno em tecidos adiposos estava significativamente mais baixa em 

pacientes que tiveram infarto do miocárdio do que nos controles (Krause, Mahan, 

2005; Coyne et al., 2005). O β-caroteno é altamente lipossolúvel e transportado 
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largamente com o colesterol LDL (75%) e com colesterol HDL (25%). Possui 

função antioxidante de captador de radicais livres, para reduzir a extensão de injúria 

nuclear e para inibir a peroxidação lipídica induzida pelas enzimas fontes de radicais 

livres, como a xantina-oxidase (Chao, 2002). 

 

Flavonóides 

Atuam como antioxidantes na desativação dos radicais livres, em ambos os 

compartimentos celulares lipofílico e hidrofílico. Esses compostos têm a capacidade 

de doar átomos de hidrogênio e, portanto, inibir as reações em cadeia provocadas 

pelos radicais livres (Hartman & Shankel, 1990). Os flavonóides mais investigados 

são quercetina, miricetina, rutina e naringerina (Hartman & Shankel, 1990). A 

quercetina, miricetina e a rutina, foram mais efetivos do que a vitamina C na 

inibição dos danos oxidativos induzidos pelo H2O2 no DNA de linfócitos humanos 

(Noroozi et al., 1998). Outros flavonóides como a (-)-epicatequina e (-)-

epigalocatequina apresentam tanto propriedades antioxidantes como inibidores do 

processo de carcinogênese (Mukherjee et al., 1997). Os flavonóides atuam também 

induzindo ou inibindo enzimas como ciclooxigenase, lipoxigenase ligadas a 

processos inflamatórios e também enzimas do sistema citocromo oxidase. Alguns 

sugerem o uso da casca escura do grão de soja (rico em antocianinas) como um 

complemento útil para modular desordens cardiovasculares (Kim et al., 2006). 

Neste estudo foi examinada a inibição da expressão de alguns genes inflamatórios 

associados com isquemia/reperfusão (I/R) provocada pela injúria. Antocianinas 

isoladas da casca escura do grão de soja diminuíram os níveis vasculares de 

molécula de adesão celular-1 (VCAM-1), moléculas de adesão intracelular-1 
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(ICAM-1) e níveis de ciclooxigenase-2, induzidas pelo fator de necrose tumoral 

(TNF-α), os quais são dependentes da via NF-kappa B. Outros estudos 

demonstraram que os compostos polifenólicos inibem os processos de inflamação 

vascular que contribuem para o aparecimento de doenças cardiovasculares. Sugere-

se que esses efeitos sejam mediados pelas alterações na síntese dos eicosanóides 

celulares. Em um estudo verificaram-se os efeitos das pró-antocianinas do cacau na 

alteração na síntese dos eicosanóides em humanos e em células aórticas in vitro. Os 

resultados demonstraram que os indivíduos que consumiram chocolate rico em pró-

antocianinas apresentaram um aumento de 32% nos níveis de prostaciclinas e uma 

diminuição de 29% dos leucotrienos. Além disso, as pró-antocianinas diminuíram 

em 58% a razão leucotrienos-prostaciclina das células in vitro e 52% das células in 

vivo. Os autores sugerem que quantidades significativas de flavonóides podem 

alterar favoravelmente a síntese de eicosanóides em humanos, fornecendo hipóteses 

plausíveis para o mecanismo que diminui a agregação plaquetária (Schramm et al., 

2001). 

 

Vitamina E 

Especificamente, a fração α-tocoferol é um das mais importantes antioxidantes nas 

células para proteção da injúria oxidativa. Desse modo a vitamina E atua na 

prevenção da lipoperoxidação das membranas biológicas (Ibraim et al., 1999, 

Mahan, 2005). Segundo o estudo de John et al., 2001, o  tratamento com vitamina E 

reduz a lipoperoxidação em ratos intoxicados e as atividades da SOD, CAT e GSH 

aumentaram em ratos intoxicados com pesticidas. Outro estudo realizado por 
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MacDonald-Wicks & Garg, 2003, apresentou evidências do papel antioxidante da 

vitamia E em ratos, em situação de estresse. 

 

1.6 Propriedades pró-oxidantes e ação farmacológica 
 

Em linhas gerais, atividade pró-oxidante está relacionada à capacidade de uma 

molécula, um metal de transição, ou qualquer mecanismo molecular em exacerbar um 

processo oxidativo (Decker, 1994) diversos compostos estão descritos na literatura 

científica que apresentam tanto propriedades antioxidantes como com propriedades pró-

oxidantes, sejam eles de origem sintética, vegetal ou até mesmo endógeno. Outro ponto 

ainda mais relevante neste contexto é que ser pró-oxidante não significa necessariamente 

algo deletério ao organismo e é comum que tal propriedade esteja relacionada aos efeitos 

farmacológicos de muitas substâncias. Por exemplo, Duarte-Almeida et al, 2006 

demonstraram que o ácido ascórbico no sistema β-caroteno/ácido linoléico apresenta 

atividade pró-oxidante e esta foi proporcional à sua concentração. Isso ocorreu porque o 

ácido ascórbico, após doar os dois hidrogênios redutores, ficou passível de receber elétrons, 

devido ao radical ascorbila formado, que é um agente oxidante (Bors et al. 1997; 

Hassimoto et al. 2005). 

Uma outra substância endógena com atividade pró-oxidante relatada é o α-

cetoglutarato, o qual é capaz de induzir um significativo aumento na produção basal de 

TBARS no modelo desoxirribose/peróxido de hidrogênio. Lambert et al., 2010 

demonstraram que a atividade pró-oxidante da Camellia sinencis (Chá-verde), está 

relacionada com a apoptose e citoxicidade de células tumorais de camundongos quando 

submetidos a  este tratamento. Corroborando com este estudo, Bejarano et al, 2010 

demonstraram que a melatonina possui uma capacidade pró-oxidante, cujo efeito está 
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associado a uma citoxicidade e efeitos pró-apoptóticos em tumores humanos de células 

mielóides HL-60. Suphim et al. 2010 demonstraram, em seus estudos, que a curcumina 

também apresenta características pró-oxidantes e estas propriedades estão diretamente 

relacionadas ao extenso estresse oxidativo que culmina em efeitos pró-apoptóticos e 

citotóxicos em células tumorais de câncer biliar. As antocianinas aciladas extraídas do 

rabanete vermelho possuem propriedades pró-oxidantes que podem causar um aumento no 

dano oxidativo celular em DNA, devido ao acúmulo de EROs e uma subseqüente apoptose, 

podendo assim diminuir o metabolismo de células cancerígenas. Ahmad et al., 2007 

observou que o tratamento de células leucêmicas com resveratrol (4-8µM) inibiu a cascata 

de ativação e fragmentação do DNA induzida pela incubação com H2O2. Nestas 

concentrações, o resveratrol mostrou propriedades pró-oxidantes  que foram evidenciadas 

pelo aumento da concentração intracelular de radical ânion superóxido. 

Outra substância com propriedades pró-oxidantes é a menadiona (vitamina K3). 

Nutter, em 1992, mostrou que a menadiona aumenta a geração de radical hidroxila nas 

células do câncer de mama humano MCF-7, provocando quebra da dupla hélice do DNA 

nestas células. Foram propostos dois mecanismos de ação primários para explicar a 

citotoxidade da vitamina K3. Um é o estresse oxidativo através da cascata de oxirredução 

da estrutura das quinonas, gerando espécies reativas tóxicas de oxigênio e o outro 

mecanismo é pela arilação direta dos tióis intracelulares provocando drástica queda dos 

níveis de glutationa e inibição de proteínas dependentes de sulfidrila. A vitamina K3 gera 

semiquinonas, radical ânion superóxido e H2O2, provocando depleção da glutationa, 

peroxidação lipídica e clivagem do DNA (Gant et al., 1988) 

A vitamina C e a vitamina K3 administradas na razão de 100:1 exibem atividade 

antitumoral sinérgica e preferencialmente matam as células tumorais por autocrise (Jamison 
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et al., 2001) Esta combinação de vitaminas induz o bloqueio da divisão celular na fase 

G1/S, diminui a síntese de DNA, aumenta a produção de radical ânion superóxido e de 

H202, diminuí severamente os níveis de glutationa e de outros tióis celulares. Neste ínterim, 

ocorre aumento de 8 a 10 vezes na quantidade intracelular de cálcio ionizado. As vitaminas 

K3 e C aumentam o estresse oxidativo até ele se sobrepor à defesa antioxidante endógena 

incluindo a glutationa. Neste momento, ocorre a liberação de cálcio ionizado o qual ativa a 

DNAase dependente de cálcio que provoca a clivagem de DNA (Noto et al., 1989; 

Gilloteaux et al., 1998) 

 No contexto acima, a vitamina C, que é um clássico agente antioxidante, também 

apresenta atividade pró-oxidante. Osieck et al., 2010 estudaram a ação intra e extracelular 

da suplementação de ácido ascórbico em  células de leucemia mielóide KG1a durante um 

período de cultura de 24 horas após adição do mesmo. Em 24 horas, observaram que a 

suplementação com vitamina C até 250μM, apresentou atividade intracelular antioxidante. 

Entretanto, quando estas mesmas culturas foram avaliadas em 2 ou 4h foi observado uma 

atividade pró-oxidante nas concentrações mais elevadas de AA ( 100μM), indicando que 

o resultado foi tempo-dose-dependente. Paradoxalmente, observaram que a atividade pró-   

-oxidante intracelular e da atividade antioxidante extracelular podem ocorrer 

simultaneamente. Eles sugeriram que estes resultados indicam que a “exata” atividade da 

suplementação de vitamina C varia em função da dose, tempo e localização celular.  

 

1.7 Inflamação, NADPH oxidase e apocinina 
 

Pode-se afirmar que ainda não se dispõe de um do fármaco anti-inflamatório e 

analgésico ideal, com efeitos colaterais mínimos e que seja realmente eficaz para os fins 
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que se aplicam. Atualmente utiliza-se tanto corticóides, opióides, inibidores da 

ciclooxigenase-2, antidepressivos tricíclicos, anti-inflamatórios não-esteroidais (AINES). . 

Na terapêutica clássica, os AINES (salicilato, ibuprofeno, naproxeno, dipirona, piroxicam, 

entre outros) e opióides (morfina e seus derivados) ainda são os mais utilizados na clínica 

médica. Os AINES constituem um grupo heterogêneo de moléculas com propriedades anti-

inflamatórias, analgésicas e antipiréticas eficazes, mas infelizmente, com alta incidência de 

efeitos adversos. Seu principal mecanismo de ação é inibição da COX, que culmina na 

diminuição da síntese de prostaglandinas (Vane, 1995., Khan & Dionne, 2002). Os 

principais efeitos adversos dos AINES são: hemorragias, irritação e úlcera gástrica, falência 

renal e hepática, reações cutâneas, agranulocitose e crises asmáticas. Da mesma maneira, 

embora os opióides sejam muito efetivos, principalmente na dor aguda, sua utilização é 

limitada pelo fato dessas drogas apresentarem muitos efeitos adversos como constipação, 

náuseas, vômitos, bronco-constrição e depressão respiratória (Mc Queen, 1983). Além 

disso, a tolerância aos opióides se instala rapidamente e a dependência física é visível após 

poucos dias de tratamento (Nestler, 1993).                  

Neste sentido, com o entendimento cada vez mais avançado da fisiopatologia dos 

processos inflamatórios, tem-se sugerido outros níveis de atuação ou estratégias na busca 

de novos fármacos anti-inflamatórios, dirigidos ao controle de mecanismos específicos 

relevantes à resposta inflamatória. Assim, considerando a presença e relevância da 

NADPH-oxidase em diversos tecidos e sua ligação com várias doenças de origem 

inflamatória, esta passou a ser considerada um alvo terapêutico. Dentro deste contexto, 

surge a apocinina. Trata-se do composto 4-hidroxi-3-metoxiacetofenona, também 

conhecido como acetovanilona e que foi originalmente isolado de uma planta nativa do 

Himalaia, a Picrorzia kurroa, sendo utilizada na medicina popular para asma, icterícia e 
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problemas no fígado e coração.Simons et al., 1990, isolaram a apocinina e observaram que 

ela atuava como inibidor do complexo NADPH oxidase e também possuía propriedades 

anti-inflamatórias.Desde então, a apocinina é amplamente utilizada em modelos 

experimentais in vivo e in vitro como um potente e não tóxico inibidor da ativação do 

complexo multienzimático NADPH oxidase em fagócitos e células endoteliais (Muijsers et 

al., 2000;Worm et al., 2001). Uma rápida busca em bases de dados especializadas mostrará 

que a maioria dos trabalhos que utilizam a apocinina, o fazem quando querem evidenciar o 

envolvimento do complexo NADPH oxidase em processos e/ou vias de sinalização celular. 

Como exemplo, pode-se citar o efeito da apocinina na asma e outras doenças respiratórias e 

que pode estar relacionado à inibição da formação de peroxinitrito (Peters et al., 2001). 

Outro estudo demonstrou que a administração oral de apocinina causou um efeito protetor 

sobre a cartilagem de camundongos em modelos de artrite induzida por zymosan (Houggee 

et al., 2005). Em modelos de isquemia/reperfusão e lesão pulmonar, a administração de 

apocinina diminui significantemente a atividade da NADPH oxidade, o nível de superóxido 

e atenua o número de infartos (Tang et al., 2007). Outros modelos onde a apocinina tem 

sido utilizada incluem aterosclerose (Holland et al., 1997), alergia (Muijers et al., 2001), 

isquemia (Paterniti et al., 2010), osteoartrite e artrite reumatóide (Lafeber et al., 1999),  

hipertensão (Taylor et al., 2006) e câncer (Kless et al., 2006).  

 No que diz respeito ao mecanismo de ação da apocinina, embora este não esteja 

totalmente provado, parece envolver a metabolização da mesma por meio da ação catalítica 

da enzima mieloperoxidase e a conseqüente geração de um produto dimérico. Este último 

impediria a agregação e translocação para a membrana dos componentes citossólicos do 

complexo NADPH oxidase (Barbieri et al., 2004). 



Propriedades Químicas e Farmacológicas da Apocinina e Correlatos 

 

Castor, LRG Página 37 
 

 No entanto são crescentes as dúvidas sobre a sua eficácia e seletividade no que diz 

respeito à inibição do complexo NADPH oxidase. Grande parte desta controvérsia reside 

exatamente no fato de que há a necessidade de metabolização da mesma por pela 

mieloperoxidase, pois células não fagocíticas não possuem esta enzima e assim não  

poderiam ser ativadas como descrito acima. Recentemente Wind et al. 2010 comparou a 

atividade inibitória de NADPH oxidase da apocinina, com outros compostos como o 

difenileno iodônio (DPI), fluoreto de 4-(2-aminoetil)benzossulfoníla (AEBSF) e também o 

triazol de pirimidina (VAS3947).  O estudo consistiu em detectar a formação de EROs em  

células A7r5 de ratos e células humanas HL-60. Neste trabalho,  o autor conclui que a 

apocinina e o DPI não foram tão específicos em inibir a NADPH oxidade se comparado ao 

AEBSF e VAS3947.  

Outro ponto que chama a atenção em relação a apocinina como molécula simples e 

de grande potencial de aplicação como anti-inflamatório é a sua semelhança com moléculas 

como a vanilina e o ácido vanílico. Apesar da grande semelhança estrutural entre a 

apocinina e os compostos citados, estes últimos não são utilizados como inibidores do 

complexo NADPH oxidase em modelos experimentais. Para nós isso é realmente 

surpreendente, pois a vanilina (essência de baunilha) é uma substância extremamente 

utilizada, inclusive como aditivo em alimentos. Adicionalmente, Worm Der et al. 2001 

observaram que a capacidade inibidora da produção de superóxido por neutrófilos 

estimulados era praticamente a mesma para a apocinina e a vanilina. Este mesmo trabalho 

demonstrou que o ácido vanílico, por sua vez, foi pouco efetivo como inibidor. 
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1.8 Atividade pró-oxidante da apocinina. 
 

 A apocinina, que como descrito acima, é utilizada como inibidora da ativação do 

complexo NADPH oxidase e  tem sido relatada também como uma substância com ação 

pró-oxidante. Por exemplo, estudos recentes reportam que a apocinina inibe a fosforilaçao 

de Akt levando à supressão de metástase em câncer de pulmão Os autores também 

demonstraram que a apocinina inibiu a atividade enzimática da fosfoinositídeo 3-quinase. A 

apocinina diminui a razão da glutationa reduzida/oxidada (GSH/GSSG) em monócitos 

estimulados por zimosan opsonizado (Barbieri et al., 2004). Em células gliais, a apocinina 

induz um aumento significante nos níveis de malonodialdeido, lactato desidrogenado, 

peróxido de hidrogênio e diminui a razão GSH/GSSH de uma maneira dose-dependente 

(Riganti et al., 2006). Em fibroblastos vasculares, apocinina estimula a produção de ROS 

ao invés de inibir a produção de ânion superóxido (Vejraska et al., 2005). Em um estudo 

recente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que radicais de apocinina são capazes de 

oxidar diretamente GSH e induzir a formação de peróxido de hidrogênio (Ximenes et al., 

2008). Considerando os já relatados efeitos farmacológicos da apocinina, pode-se inferir 

que esta característica pró-oxidante possa estar de alguma forma relacionada a estes efeitos 

benéficos, embora ainda não exista uma prova deste fato. 
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2.  Justificativa e Objetivos 
 

 A apocinina possui uma estrutura molecular relativamente simples se comparada  

aos largamente conhecidos e estudados produtos de origem vegetal como ácidos fenólicos e 

flavonóides. No que diz respeito à sua capacidade antioxidante, ela pode ser considerada 

deficiente se comparada aos mesmos. Como neste projeto pretende-se estudar substâncias 

capazes de inibirem processos oxidativos deletérios às células, seria natural imaginar que a 

capacidade de neutralizar radicais livres da mesma fosse de grande relevância. É justamente 

este paradigma que é quebrado pela apocinina, pois trata-se de uma das substâncias mais 

utilizadas quando o objetivo é inibir o complexo multienzimático NADPH oxidase, mesmo 

não possuindo um potencial antioxidante relatado e como descrito nas seções precedentes, 

mostrando-se pró-oxidante em alguns modelos experimentais. Deve-se destacar que a 

mesma é considerada um inibidor do complexo NADPH oxidase e não um “scavenger”  do 

radical ânion superóxido, propriedade esta, que poderia ser melhor desempenhada pelos 

antioxidantes citados acima como ácido fenólicos e flavonoides. Esta característica especial 

da apocinina é ainda reforçada quando se compara a sua estrutura molecular com os 

compostos correlatos vanilina e ácido vanílico (Figura 1). Como pode ser notado, trata-se 

de moléculas muito semelhantes, porém a vanilina e ácido vanílico não são normalmente 

utilizados como inibidores do complexo multienzimático NADPH oxidase. Outro ponto 

que chama atenção para a apocinina é que, a despeito das controvérsias sobre sua 

seletividade e potência como inibidora do complexo multienzimático NADPH oxidase, são 

crescente as aplicações farmacológicas que tem surgido para a apocinina, e muitas vezes,   

ou na maioria das vezes, não se pode afirmar de forma categórica que estejam relacionados 

única e exclusivamente a  inibição do complexo NADPH oxidase. Assim, o que há de tão 

especial na apocinina? Sua característica como inibidora do complexo NADPH oxidase   às 
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outras propriedades anti-inflamatórias e/ou analgésicas? Estariam estes efeitos também 

relacionados às características anti ou pró-oxidante da apocinina? Dentro deste contexto, 

temos como objetivos específicos para este projeto: 

1- Estudar e comparar as propriedades químicas antioxidantes e pró-oxidantes dos 

metóxi-catecóis apocinina, vanilina e ácido vanílico. 

2- Avaliar o potencial efeito anti-inflamatório e antinociceptivo dos mesmos em 

modelos in vivo. 

3- Avaliar se existe correlação entre os itens precedentes e caracterizar os possíveis 

mecanismos de ação.  
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Figura 1. Estrutura química da apocinina e correlatos. 
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3- Material e Métodos 
 

3.1 Animais 
 

  Os animais utilizados nos experimentos foram camundongos albinos suíços machos 

(25-40 g) e ratos albinos suíços machos de 200-250 g provenientes do Biotério Central da 

UNESP/Botucatu e transferidos para o Biotério do Departamento de Farmacologia do 

Instituto de Biociências, onde foram mantidos sob condições controladas de temperatura, 

luminosidade, umidade e dieta, por um período de sete dias antes da realização dos 

experimentos. Todos os experimentos obedeceram aos protocolos experimentais aprovados, 

previamente, pelo Comitê de Ética Experimental de Animais, do Instituto de Biociências, 

UNESP, Campus de Botucatu-SP (Protocolo 222). 

 

3.2 Reagentes Químicos 
 

  

 Apocinina, vanilina, ácido vanílico, capsaicina, mentol, cinamaldeído, glutamato,  

WAY 100635, ondasetron peroxidase de raiz forte (horseradish peroxidase, HRP), 

nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzida (NADH), L-arginina, éster metílico de N-

Nitro-L-arginina, (L-NAME), p-clorofenilalanina (PCPA), ácido 

dietilenotriaminopentacético (DTPA), rifampicina, carragenina, catalase, ácido 5,5’-

ditiobis(2-nitrobenzóico) (DTNB), glutationa (GSH), glutationa oxidada (GSSG), aldeído 

orto-ftálico (OPA), N-etilmaleimida (NEM), cloridrato de 2,2-azobis(2-amidinopropano) 

(AAPH), 1,1-difenil-2-picril-hidrazila (DPPH), piramina, trolox e  dodecilsulfato de sódio 

(SDS) foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).  Piroxicam 

foi adquirido da Feldene Laboratórios (Pfizer Ltda). O peróxido de hidrogênio (H2O2) foi 

preparado por diluição de uma solução 30% e sua concentração determinada por sua 
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absorção em 240 nm (43.6 M
-1

 cm 
-1

). Todos os reagentes utilizados para a preparação 

de tampões e soluções em geral foram de grau analítico. Os solventes para preparação de 

fases móveis foram de grau cromatográfico. A purificação da água para preparação dos 

reagentes e soluções foi realizada por osmose reversa (Quimis, SP, Brasil) seguido por 

resina de troca iônica do sistema de purificação Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EUA). 

 

3.3 Oxidação de glutationa por radicais gerados durante a oxidação da apocinina 

e compostos correlatos 

 

Uma solução de GSH (1 mM) foi incubada com H2O2 (100 µM) e HRP (0.1 µM) em 

PBS a 37Cº na ausência (controle) ou presença dos compostos em estudo (10 µM). As 

reações foram iniciadas pela adição de H2O2 e finalizadas pela adição de catalase (10 

µg/mL). A concentração remanescente de GSH foi quantificada como previamente descrito 

por Yang et al., 2006, como segue: À mistura de reação (0,45ml) foi adicionado igual 

volume de uma solução de Na2HPO4 (300 mM) e 0,1 ml de uma solução de DTNB 

(solução aquosa contendo 0.2 mg/ml DTNB e 1% de citrato de sódio). A absorbância em 

412 nm foi medida em relação ao branco contendo PBS (0,45 mL), Na2HPO4 (0,45 mL) e 

DTNB 0,1 mL. Uma curva analítica foi produzida utilizando padrões com concentrações 

conhecidas de GSH. As medidas foram realizadas utilizando um espectrofotômetro UV-

Mini 1240 (Shimadzu, Japan). 

 

3.4 Consumo de oxigênio durante a oxidação da apocinina e compostos correlatos 
 

O consumo do oxigênio molecular dissolvido na mistura de reação foi medido 

utilizando um monitor de oxigênio YSI 5300A (Yellow Spring, USA). A mistura de reação 
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foi constituída por GSH (1 mM), HRP (0.1 µM) em PBS a 37Cº na ausência (controle) ou 

presença dos compostos em estudo (10 µM). A reação foi iniciada pela adição de H2O2 

(100 µM) e o consumo de oxigênio foi monitorado por 5 minutos. 

 

3.5 Oxidação de grupos sulfidrila em albumina de ovo por radicais gerados 

durante a apocinina e compostos correlatos 

 

  A clara de ovo foi utilizada como fonte de albumina. Os seguintes tampões foram 

preparados para preparação da solução de albumina. Tampão Tris-glicina constituído por 

tris(hidroximetil)aminometano (0.1 M), glicina (0.1 M) e EDTA (4 mM). O pH foi ajustado 

para 8.0. Este tampão foi utilizado para preparação de uma solução 5% de SDS, o qual foi 

denominado tampão SDS-Tris-glicina; DTNB (4 mg/ml) foi preparado no tampão Tris-

glicina. A solução de albumina foi preparada dissolvendo 1% da clara de ovo (p/v) em 

SDS-Tris-glicina, centrifugada a 1000 x g por 5 minutos e coletado o sobrenadante para 

análise. 

Para a determinação da quantidade relativa de grupos sulfidrila na albumina de ovo, 

misturou-se 500 µl do sobrenadante com 500 µl de SDS-Tris-glicina e 10 µl da solução de 

DTNB. A mistura de reação foi incubada por 15 minutos a 40Cº. Na seqüência, a 

absorbância da solução foi medida (412 nm) utilizando como branco o tampão SDS-Tris-

glicina (Van der Planken et al., 2005). 

Para testar a reatividade dos metóxi-catecóis com os grupos sulfidrila da albumina, 

o sobrenadante descrito acima foi encubado com HRP (10 nM) e H2O2 (10 µM) na ausência 

ou presença dos compostos em estudo (10 µM) por 15 minutos. A concentração relativa de 

grupos sulfidrila remanescentes foi medido como descrito acima. Um espectrofotômetro 

UV-Mini 1240 (Shimadzu, Japan) foi usado para as medidas de absorbância nestes ensaios. 
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3.6 Oxidação de NADH por radicais gerados durante a oxidação da apocinina e 

compostos correlatos 

 

 Uma solução de NADH (100 µM) foi incubada com H2O2 (10 µM) e HRP (10 nM) 

em tampão fosfato (10 mM) pH 7.0 onde foi acrescentado o quelante DTPA (50 µM) a 

37Cº. As reações foram realizadas na ausência (controle) ou presença dos compostos em 

estudo (10 µM). A velocidade relativa de oxidação de NADPH foi medida pela variação de 

absorbância à 340 nm (Galati et al., 2002). O branco foi constituído por tampão fosfato e 

metóxi-catecóis (10 µM). Um espectrofotômetro de grade de diodos HP8452 (Agilent, 

USA) foi utilizado para avaliar a alteração espectral durante as reações. 

 

3.7 Oxidação de trolox por radicais gerados durante a oxidação da apocinina e 

compostos correlatos 

 

 Uma solução de trolox (100 µM) foi incubada com H2O2 (50 µM) e HRP (10 nM) 

em tampão fosfato (10 mM) pH 7.0 onde foi acrescentado DTPA (50 µM) a 37Cº. As 

reações foram realizadas na ausência (controle) ou presença dos compostos em estudo (5 

µM). A velocidade relativa de oxidação do trolox foi medida pela variação de absorbância a 

272 nm (Nunes Delicado et al., 1997). O branco foi constituído por tampão fosfato e 

metóxi-catecóis (10 µM). Um espectrofotômetro de grade de diodos HP8452 (Agilent, 

USA) foi utilizado para avaliar a alteração espectral durante as reações. 
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3.8 Oxidação da rifampicina por radicais gerados durante a oxidação da 

apocinina e compostos correlatos 

 

 Uma solução de rifampicina (100 µM) foi incubada com H2O2 (100 µM) e HRP (10 

nM) em tampão fosfato 100 mM pH 5,5 a 25ºC. As reações foram realizadas na ausência 

(controle) ou presença dos compostos em estudo (50 µM). A velocidade relativa de 

oxidação da rifampicina foi medida pela variação de absorbância a 472 nm (Santos et al., 

2005). O branco foi constituído por tampão fosfato. Um espectrofotômetro de grade de 

diodos HP8452 (Agilent, USA) foi utilizado para avaliar a alteração espectral durante as 

reações. 

 

3.9 Redução do radical livre DPPH por apocinina e compostos correlatos 
 

  Os metóxi-catecóis (50 µM) foram incubados em uma solução etanólica de DPPH 

(100µM) por 60 minutos a temperatura ambiente e ausência de luz. A absorbância em 517 

nm foi medida em relação ao branco (álcool etílico) (Campos et al., 2004). O trolox foi 

utilizado como referência de substância com reconhecido potencial antioxidante. A 

atividade supressora dos metóxi-catecóis em DPPH foi calculada como segue: 

  % atividade supressora = ((Ac – Ai) / Ac) x 100, onde Ac é a absorbância do DPPH 

na ausência das substâncias em teste e Ai é a absorbância de amostras onde os metóxi-

catecóis foram adicionados. 
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3.10 Reatividade da apocinina e compostos correlatos com radicais peroxila 
 

 O composto fluorescente piranina (5 µM) foi incubado com AAPH (20 mM) em 

PBS a 37ºC na ausência (controle) ou presença dos metóxi-catecóis. A decomposição da 

piranina foi monitorada pelo decaimento de sua fluorescência (λex 460 nm/ λem 510nm) 

(Campos et al., 2004). Foi utilizado um fluorímetro adaptado para leitura em microplacas 

Spectramax M2 Microplate Reader (Molecular Devices, USA). O volume final da reação 

foi 300 µl. A fase lag (retardo no decaimento da fluorescência) foi medida e correlacionada 

à concentração dos compostos em estudo. 

 

3.11 Avaliação do edema de pata.  

 Com a finalidade de avaliar a  possível atividade antiedematogênica dos compostos 

em estudo (apocinina, vanilina e ácido vanílico) foi utilizado o método de indução de 

edema de pata em ratos Wistar pela carragenina (Winter & Risley, 1962). Os animais (n=6-

8) foram divididos em grupos: salina (controle), piroxicam (30 mg/Kg), apocinina, vanilina 

e ácido vanílico, todos na dose de 100mg/Kg. Os tratamentos (compostos testes, salina e 

piroxicam) foram administrados por via oral, 1 hora antes da indução do edema pela 

injeção subcutânea de 100 μl/pata de carragenina (1%) na região subplantar da pata 

posterior direita e 100 μl/ pata de salina estéril na pata esquerda. Nos tempos determinados 

(1, 2, 3 e 4 horas após o tratamento com o agente flogístico carragenina) fez-se a medição 

de ambas as patas em um pletismômetro (Ugo, Basile) e o resultado foi expresso pela 

diferença de volume deslocado (ml) entre as patas submetidas a administração de 

carragenina e salina (controle)            
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3.12 Teste das contorções abdominais  

Este teste permite avaliar a atividade antinociceptiva de substâncias que atuam em 

nível central ou periférico. A resposta nociceptiva foi induzida pela injeção intraperitoneal 

(i.p.) de ácido acético (0,8 % v/v) diluído em solução salina (Sal, 0,9 % de NaCl). Grupos 

de camundongos foram pré-tratados por via oral com os compostos estudados: apocinina, 

vanilina e ácido vanílcico, na dose de 100 mg/kg, salina (controle), piroxicam (30mg/kg, 

v.o) como controle positivo, 1 hora antes da injeção de solução de ácido acético.Após a 

injeção de ácido acético os camundongos foram colocados sob funis de vidro invertido com 

espelho ao fundo e foram observados para a contagem do número de contorções 

cumulativamente durante 20 minutos. 

 As contorções abdominais consistem na contração da musculatura abdominal 

juntamente com a extensão de uma das patas posteriores de acordo com o método descrito 

anteriormente (Bentley et al., 1981). 

 
3.13 Teste da placa quente. 
 

  
O teste da placa quente foi utilizado para avaliar o tempo de latência sobre a placa 

aquecida de acordo com o método descrito anteriormente por (Eddy e Leimbach, 1953), 

com algumas modificações. Neste experimento, o aparelho de placa quente foi mantido a 

54 ± 1ºC. Grupos de camundongos foram tratados via oral com os compostos estudados: 

apocinina, vanilina e ácido vanílico, na dose de 100 mg/kg,  salina (controle) e morfina (5 

mg/Kg s.c.) como controle positivo e após 1 hora os animais foram colocados em um 

cilindro de vidro com 24 cm de diâmetro, sobre a superfície aquecida. O tempo decorrido 

entre a colocação do animal e o aparecimento das reações de balançar ou lamber as patas, 

ou ainda de subir na parede do cilindro foi registrado e considerado como índice de 
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latência. Um tempo máximo de 30s foi utilizado para prevenir possíveis danos teciduais 

(tempo de corte). Cada animal foi testado antes da administração das drogas a fim de obter 

uma resposta basal (latência basal) e foram utilizados somente animais que responderam à 

placa dentro de 15 segundos. 

 

3.14 Teste da retirada da cauda (tail-flick) 
 

 O teste da retirada da cauda (tail-flick) foi realizado de acordo com o método 

descrito por D’amour e Smith (1941), com algumas modificações. Para medir a latência de 

retirada da cauda, a ponta da cauda dos camundongos foi imersa em um banho-maria de 

água à 48C   0,5C (estímulo térmico nociceptivo). Foi considerada resposta positiva o 

movimento brusco de retirada da cauda, isto é, o movimento reflexo de origem espinal e 

vigoroso. Um tempo tempo de corte de 15 segundos foi estabelecido para minimizar a 

probabilidade de dano à pele. Grupos de camundongos foram tratados via oral com os 

compostos estudados (100 mg/kg) e morfina (5 mg/Kg s.c.) como controle positivo e após 

1 hora foi realizado o experimento, sendo então  cronometrado o tempo da latência da 

retirada da cauda. 

 

 3-15 Hiperalgesia mecânica induzida pela carragenina (Cg) 
 

 
Este método consiste em medir a sensibilidade dolorosa do animal. No dia do 

experimento, os animais foram divididos em grupos: salina, piroxicam (30 mg/Kg), apocinina 

nas doses de (100 mg/Kg), vanilina (100 mg/Kg) e ácido vanílico (100mg/Kg). Os tratamentos 

(composto teste ou salina) foram administrados por via oral, 1 h antes da indução do edema pela 
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injeção subcutânea de 100 μl/pata de carragenina (1%) na região subplantar da pata posterior 

direita e 100 μl// pata de salina estéril na pata esquerda. Nos tempos determinados (1, 2, 3 e 4 

horas após o tratamento com o agente flogístico carragenina) fez-se a medição de ambas as 

patas. A intensidade de hiperalgesia mecânica foi quantificada utilizando-se o aparelho Basile 

Analgesimeter, pelo qual se exerce uma força mecânica que aumenta linearmente, de acordo 

com o método descrito por Randall & Sellito (1957). Uma pressão é aplicada através de uma 

peça cônica de plástico com uma ponta de cúpula, sobre o dorso da pata traseira do animal, 

apoiada sobre uma plataforma.O aparelho é acionado, através de um pedal, para o ínicio da 

aplicação da força mecânica. Esta pressão aplicada na pata é interrompida  quando o animal 

exibe um reflexo de retirada da pata. O reflexo de retirada realizado pelo animal, demonstra para 

o experimentador o momento em que o aparelho Basile Analgesimeter deve ser desligado 

(desacionado). Neste momento, registra-se a pressão em gramas aplicada pelo aparelho, 

suportada pelo animal. O limiar nociceptivo é definido como a força em gramas aplicada à pata 

do animal no momento em que este exibe o reflexo de retirada. É utilizado para determinar a 

intensidade de hiperalgesia mecânica sendo quantificada como a diferença () do limiar 

nociceptivo da pata direita (com carragenina) com a pata esquerda (salina). 

 

3.16  Teste da Formalina 
 

 

O teste da formalina foi utilizado para caracterizar a dor aguda. Este modelo possui 

uma resposta distinta (bifásica) de resposta de dor: Fase inicial: inicia-se logo após a 

administração de formalina e desaparece após aproximadamente 5 minutos da aplicação do 

agente nociceptivo. É uma fase indicativa de dor neurogênica (mecanismo central), a qual 

sofre ação principalmente de drogas tipos opióides. Fase tardia: inicia-se entre 15-30 min 
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após administração de formalina e permanece por cerca de 60 min. Esta fase é indicativa de 

dor inflamatória e sofre ação de drogas do tipo AINEs. Este experimento foi baseado nas 

descrições de Hunskaar  Hole, 1987, com algumas modificações. Foram utilizadas 

câmaras de observação, que consistem em um cilindro de vidro com 20 cm de diâmetro 

sobre uma superfície transparente de acrílico. Abaixo desta superfície, foi colocado um 

espelho sob um ângulo de 45º para uma melhor observação das patas dos camundongos. 

Cada animal foi previamente colocado na câmara por 5 minutos antes do tratamento para 

permitir aclimatação com o novo ambiente. Os camundongos foram pré-tratados com o 

controle (v.o.), piroxicam (30 mg/kg, v.o) e doses de 10 mg/Kg, 30 mg/Kg e 100 mg/Kg de 

apocinina. Enquanto os outros grupos experimentais foram pré-tratados com o controle 

(v.o.)  piroxicam (30 mg/kg, v.o), vanilina e ácido vanílico somente na dose de 100 mg/Kg. 

 

3.17 Participação do óxido nítrico, no efeito antinociceptivo da apocinina. 

 

 Em função do importante papel do óxido nítrico na dor e inflamação, avaliou-se a 

sua participação na antinocicepção dos compostos estudados.  Os camundongos foram pré-

tratados com L-arginina (substrato da síntese de NO) na dose de 500 mg/kg (i.p) 30 

minutos antes dos tratamentos orais descrito anteriormente. Como um parâmetro do 

controle da reversão da antinocicepção da substância isolada, utilizou-se L-NAME (inibidor 

da síntese de NO) 65 mg/kg, administrados via intraperitoneal 30 minutos após a injeção de 

L-arginina (Santos et al., 1999 e Santos et al., 2005 ). 
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3.18 Participação do sistema serotonérgico, no efeito antinociceptivo da 

apocinina. 

 

 Para avaliar a participação do sistema serotonérgico na atividade antinociceptiva 

dos compostos estudados, os camundongos foram pré-tratados com PCPA (inibidor da 

síntese de serotonina) na dose de 100 mg/kg, administrados via intraperitoneal, durante 4 

dias consecutivos antes da realização do teste da formalina descrito anteriormente. Para 

investigar a participação dos receptores serotonérgicos mais específicos, os animais foram 

pré-tratados pela via intraperitoneal com WAY100635 – 0,1 mg/kg (antagonista 5-HT1A) -  

e  ondansetron - 0,5 mg/kg (antagonista 5-HT3A)  30 minutos antes do tratamento oral do 

experimento da formalina como descrito anteriormente (Santos et al., 1999 e Santos et al., 

2005 ). 

 

3.19 Nocicepção induzida pela injeção intraplantar de capsaicina em 

camundongos 

 

 
. O procedimento utilizado foi o descrito por Sakurada et al (1992), com pequenas 

modificações (Santos e Calixto, 1997 a, b). Os animais foram tratados com veículo (salina), 

apocinina (100mg/kg, v.o), 30 min antes da injeção de 20 μl de uma solução de PBS 

contendo capsaicina (1,6 μg/pata). Em seguida, os animais foram colocados em caixas de 

acrílico, e observados durante os 5 minutos subseqüentes. O tempo que o animal 

permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada com capsaicina foi cronometrado por 

um período de 5 minutos e considerado com índice de nocicepção. 
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3.20 Nocicepção induzida pela injeção intraplantar de cinamaldeído em 

camundongos. 

  

 . Os animais foram tratados com veículo (salina, v.o), apocinina (100mg/kg, v.o), 30 

minutos antes da injeção intraplantar de 20 μL da solução de cinamaldeído (10nmol/pata) 

na pata posterior direita. O tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata 

injetada com cinamaldeído foi cronometrado por um período de 5 minutos e considerado 

com índice de nocicepção (Andrade et al., 2008). 

 

3.21 Nocicepção induzida pela injeção intraplantar de mentol em camundongos. 
 

  

 Os animais foram tratados com veículo (salina, v.o), apocinina (100mg/kg, v.o), 30 

minutos antes da injeção intraplantar de 20 μl  da solução de mentol (1,2μmol/pata) na pata 

posterior direita. O tempo que o animal permaneceu lambendo ou mordendo a pata injetada 

com cinamaldeído foi cronometrado por um período de 5 minutos e considerado com índice 

de nocicepção. 

 

3.22 Nocicepção induzida pela injeção intraplantar de glutamato em 

camundongos. 

 

 
Os animais foram tratados com veículo (salina, 0,1ml/10g, v.o), apocinina (100  

mg/kg, v.o), 30 minutos antes da injeção intraplantar de 20 μl da solução de glutamato (20 

μmol/pata) na pata posterior direita. O tempo que o animal permaneceu lambendo ou 

mordendo a pata injetada com cinamaldeído foi cronometrado por um período de 15 

minutos e considerado com índice de nocicepção. 
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3.23 Análise Estatística 
 

Os resultados estão apresentados como média ± erro padrão da média (EPM). A 

significância estatística dos diferentes grupos foi determinada por ANOVA seguido pelo 

teste de Dunnet para a análise dos grupos, para análise de dois grupos experimentais foi 

utilizado o test T de “Student”.  Foi considerada diferença significativa de p < 0,05 e de de 

p < 0,01 

 

4- Resultados (Estudos Bioquímicos) 
 

4.1 Avaliação de Atividade Antioxidante (DPPH) 
 

 Inicialmente os potenciais antioxidantes da apocinina e de seus correlatos foram 

avaliados por meio da capacidade dos mesmos como redutores do radical livre DPPH. 

Trata-se de um método clássico para avaliação de atividade antioxidante de substâncias 

puras e extratos vegetais e baseia-se na reatividade dos mesmos como o radical livre e 

estável DPPH, provocando o decaimento de sua absorbância em 517 nm (Campos et al., 

2004). A Figura 2 esquematiza, de forma genérica, a reação entre um composto fenólico e o 

radical livre DPPH. Assim, quanto maior a capacidade da substância em estudo como 

doadora de hidrogênio ou elétron ao DPPH, ou seja, promovendo a redução do mesmo, 

maior será a sua eficiência como neutralizador de radicais livres. 
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Figura 2. Reação entre um composto fenólico qualquer e o radical livre DPPH. 

 

 

Os resultados apresentados na Tabela 1 mostram que os compostos aqui estudados 

são relativamente pouco eficientes se comparados ao trolox, um derivado solúvel de 

vitamina E largamente utilizado como referência de substância com grande capacidade 

antioxidante (Nunes Delicado et al., 1997). Os dados também mostram que, embora pouco 

eficientes, entre os metóxi-catecóis estudados, o ácido vanílico foi o mais eficiente dos três. 

 

Tabela 1. Metóxi-catecóis como redutores do radical livre DPPH 

 

 Redução de DPPH (%) 

Apocinina 6.9 ± 1.5 

Vanilina 6.8 ± 0.7 

Ácido vanílico 23.2 ± 4.8 

Trolox 77.3 ± 0.9 
 

A concentração dos antioxidantes foi 50 M. Os resultados representam médias e desvio patrão de triplicatas. 

 

4.2 Avaliação de Atividade Antioxidante (AAPH) 
 

 No intuito de comprovar os resultados obtidos utilizando o ensaio de redução de 

DPPH, os compostos em estudos foram submetidos ao ensaio de avaliação antioxidante 

baseado na capacidade dos mesmos em reduzir radicais peroxila. Neste ensaio analítico, o 
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radical peroxila é gerado pela termólise do azo composto AAPH e a monitoração de sua 

formação se dá pela oxidação da sonda fluorescente piranina, que tem como conseqüência a 

queda de sua fluorescência intrínseca. A Figura 3 apresenta a esquematização da formação 

de radicais peroxila por meio da termólise do azo composto AAPH. Também é mostrada a 

ação do mesmo sobre a sonda fluorescente piranina. Portanto, um bom neutralizador de 

radicais livres será aquela substância capaz de competir com a piranina pelos radicais 

peroxila e, desse modo, impedindo a sua degradação. 
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Figura 3. Formação de radical peroxila pela termólise de AAPH e interação com a sonda fluorescente 

piranina. 

 

 

Neste ensaio, a concentração e a eficiência de substâncias antioxidantes são 

avaliadas pela inibição na oxidação da piranina, que se revela por uma fase de atraso (lag) 

na queda da fluorescência (Campos et al., 2004). Como pode ser observado na Figura 4, o 

trolox (antioxidante de referência em nossos estudos) mostrou um efeito concentração-
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dependente na indução da fase Lag durante a oxidação da piranina por radicais peroxila. 

Por outro lado, e confirmando os resultados anteriores, os metóxi-catecóis revelaram a sua 

baixa capacidade antioxidante. Novamente, entre os mesmos, o ácido vanílico se mostrou 

como melhor antioxidante. 
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Figura 4. Perfil cinético de oxidação de piranina por radicais peroxila e fase lag provocada pela adição 

de metóxi-catecóis ou trolox. A reação controle consistiu de uma mistura de of 5 M piranina, 20 mM 

AAPH em PBS a 37ºC. Os resultados representam médias de três experimentos. 

 

4.3 Propriedades Pró-oxidantes 
 

Inicialmente deve-se esclarecer que a capacidade pró-oxidante de alguns compostos 

fenólicos tem sido descrita na literatura científica (Galati et al., 2002). Especificamente no 

contexto aqui empregado, refere-se à capacidade de alguns radicais fenólicos, gerados 

como intermediários durante as suas oxidações, em promover a oxidação de outras 
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biomoléculas. Em outras palavras, atuam como co-catalisadores em processos oxidativos. 

Esta propriedade contrasta com uma atividade puramente antioxidante, onde os mesmos 

radicais se neutralizariam por posterior oxidação, dimerização, etc. A Figura 5 mostra um 

esquema diferenciando a ação antioxidante e pró-oxidante no contexto aqui empregado. 
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Figura 5. Esquema de atuação de polifenóis como anti ou pró-oxidantes. 

 

  

Para avaliar se os metóxi-catecóis aqui empregado poderiam apresentar 

propriedades pró-oxidantes, visto que os mesmo foram fracos antioxidantes, lançamos mão 

de sua série de técnicas onde, após geração de radicais fenólicos intermediários, 

biomoléculas potencialmente alvos de espécies radicalares foram submetidas a ação dos 

mesmos. As biomoléculas e/ou modelos de biomoléculas utilizadas como possíveis alvos 

da ação pró-oxidante dos radicais livres dos metóxi-catecóis foram: glutationa, ovalbumina, 
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NADH, trolox e rifampicina, sendo que a razão de suas escolhas será esclarecida no 

momento oportuno. 

Outro ponto importante neste contexto é como gerar os intermediários radicalares 

dos metóxi-catecóis. Para isso, lançamos mão do fato que estas moléculas podem ser 

facilmente oxidadas por peróxido de hidrogênio e uma reação catalisada por HRP (Figura 

6). 

 

H2O2 + HRP HRP(I)

HRP(I) +

O

HO

OCH3

O

O

OCH3

+ HRP(II)

apocinina apocinina radical

 

Figura 6. Geração de radicais livres de apocinina por meio de oxidação catalisada por HRP. 

 

4.3.1 Propriedades Pró-oxidantes: Oxidação de GSH 
 

 A glutationa (GSH) é um dos principais antioxidantes endógenos e presente em 

altas concentrações em todas as células. Aqui, o nosso objetivo foi avaliar se os metóxi-

catecóis poderiam exacerbar a sua oxidação. Os resultados apresentados na Figura 7 

mostram que a presença de uma concentração catalítica de apocinina ou vanilina, de fato, 

exacerbou a oxidação de GSH, a qual é praticamente não reativa na ausência destes metóxi-

catecóis. Como também pode ser observado, o ácido vanílico não demonstrou efeito pró-
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oxidante significativo. Nestes experimentos, a concentração remanescente de GSH foi 

medida pela redução do reagente DTNB. 
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Figura 7. Oxidação de GSH mediado por radicais de metóxi-catecóis. A reação controle consistiu em 

uma mistura de 1 mM GSH, 0.1 M HRP, 100 M H2O2. Apocinina, vanilina e ácido vanílico foram 

adicionados na concentração of 10 M. Veja material e métodos para maiores detalhes. Os resultados 

estão apresentados como média e desvio padrão de triplicata. # p < 0,05, teste T de Student em relação 

ao controle. 

  

 

A oxidação de GSH leva à formação de sua forma oxidada GSSG como será 

discutido posteriormente. Por esta razão, a formação de GSSG foi também mensurada 

durante a oxidação. Como demonstrado na Figura 8, os resultados anteriores foram 

comprovados, pois a presença de apocinina ou vanilina promoveram a formação de GSSG. 
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Figura 8. Produção de GSSG durante a oxidação de GSH mediada por radicais metóxi-catecóis. A 

reação controle consistiu de 1 mM GSH, 0.1 M HRP, 100 M H2O2. Quando presentes, apocinina, 

vanilina e ácido vanílico foram adicionados na concentração de 10 M. O produto GSSG foi 

derivatizado com 0.1% OPA e analisado por HPLC com detecção fluorescente. (i) padrão GSSG 0,1 

mM, (ii) reação controle, (iii) reação com apocinina, (iv) reação com vanilina e (v) reação com ácido 

vanílico. 
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 Outra reação química que pode ocorrer durante a oxidação radicalar de GSH é o 

consumo do oxigênio dissolvido no meio de reação (Pichorner et al., 1995). Assim, para 

reforçar os resultados acima, monitoramos o consumo de oxigênio decorrente dessas 

reações. Como pode ser observado na Figura 9, apenas na presença de apocinina ou 

vanilina observou-se o consumo de oxigênio do meio. 
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Figura 9. Consumo de oxigênio dissolvido durante oxidação de GSH mediada por radicais metóxi-

catecóis. A reação controle consistiu em uma mistura de 1 mM GSH, 0.1 M HRP, 100 M H2O2. 

Quando presente apocinina, vanilina e ácido vanílico foram adicionados na concentração de 10 M.  Os 

resultados estão apresentados como média e SD de triplicatas. 
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A capacidade co-catalítica da apocinina e vanilina frente à oxidação de grupos tióis 

também se estenderam àqueles presentes em proteínas (resíduos de cisteína). Nestes 

experimentos, a albumina de ovo foi oxidada na presença ou ausência dos metóxi-catecóis e 

a concentração remanescente relativa de grupos SH livres na proteína mensurada pelo 

reagente DTNB (Figura 10). 
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Figura 10. Oxidação de grupos sulfidrilas of (SH) em ovalbumina mediada por radicais metóxi-

catécois. A reação consistiu numa mistura (positivo controle) de 1 % (w/v) ovalbumina, 0.01 µM HRP, 

10 M H2O2. Quando presente apocinina, vanilina e ácido vanílico foram adicionados na concentração 

de 10M. Os resultados estão apresentados como média e SD de triplicatas. # p < 0,05, teste T de 

Student em relação ao controle positivo. Controle negativo refere-se a concentração relativa de grupos 

sulfidrila antes da oxidação. 
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 A coenzima NADH também é susceptível à oxidação por radicais livres. Assim, 

considerando que a oxidação de NADH poderia ser facilmente monitorada pela queda de 

sua absorbância em 340 nm, avaliamos o efeito co-catalítico dos compostos em estudo 

sobre a oxidação dessa coenzima. A Figura 11 mostra a queda na banda de absorbância do 

NADH quando adicionada a apocinina no meio de reação. Como mostra a Figura 12, a 

adição de apocinina e vanilina provocaram um aumento significativo na velocidade de 

oxidação de NADH. Neste modelo experimental, o ácido vanílico também foi capaz de 

exacerbar a oxidação, embora o seu efeito tenha sido inferior aos apresentados pela 

apocinina ou vanilina. 
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Figura 11. Alteração espectral durante a oxidação de NADPH mediada pelo radical apocinina. A 

reação controle consistiu em uma mistura de 100 M NADPH, 0.01 M HRP, 10 M H2O2. Quando 

presente, apocinina foi adicionado na concentração de 10 M. Os espectros foram obtidos num 

intervalo de 30s. 
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Figura 12. Oxidação de NADH mediada por radicais metóxi-catecóis. (A) Perfil cinético de oxidação. 

(B) velocidade relativa da oxidação de NADH. A reação controle consistiu numa mistura de 100 M 

NADH, 0.01 M HRP e 10 M H2O2. Quando presente apocinina, vanilina e ácido vanilico foram 

adicionados na concentração de 10 M. Os resultados são apresentados como média e SD de triplicatas. 

# p < 0,05, teste T de Student em relação ao controle. 
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O próximo modelo estudado foi a oxidação de estruturas quinônicas. O próprio 

antioxidante trolox possui esta estrutura e também é susceptível a oxidação por radicais 

livres. Sua oxidação pode ser monitorada pelo decaimento na absorbância em 272 nm 

(Figura 13). Novamente ficou claro que a presença de apocinina ou vanilina exacerbava a 

oxidação (Figura 14). 
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Figura 13. Oxidação do trolox mediada pelo radical apocinina. A reação controle consistiu numa 

mistura de 100 M trolox, 0.01 M HRP e 10 M H2O2. Quando presente, apocinina foi adicionados na 

concentração de 5 M. Escaneamentos foram obtidos em intervalos de 30s. 
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Figura 14. Oxidação de trolox mediado por radicais metóxi-catecóis. (A) Perfil cinético de oxidação (B) 

Velocidade relativa da oxidação do trolox . A reação controle consistiu numa mistura de 100 M trolox, 

0.01 M HRP e 10 M H2O2. Quando presente apocinina, vanilina e ácido vanílico foram adicionados 

na concentração de 10 M Resultados estão apresentados como média e SD de triplicatas. Os 

resultados estão apresentados como média e SD de triplicatas. # p < 0,05, teste T de Student em relação 

ao controle.  
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No mesmo contexto, utilizamos o fármaco rifampicina, uma molécula com um 

grupo hidroquinona cuja oxidação pode ser visualizada pelo decaimento de absorbância em 

470 nm. Novamente o efeito pró-oxidante foi verificado para a apocinina e vanilina 

(Figuras 15). 
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Figura 15. Oxidação da rifampicina mediada por metóxi-catecóis. (A) Perfil cinético de oxidação da 

rifampicina. (B) Velocidade relativa da oxidação da rifampicina. A reação controle consistiu numa 

mistura de 100 M rifampicina, 0.01 M HRP, and 50 M H2O2 in 0.1M HRP, and 50 M H2O2 numa 

mistura de 100 M rifampicina, 0.01 M HRP, and 50 M H2O2 in 0.1 M tampão fosfato pH 5.4. 

Quando presente apocinina, vanilina e ácido vanílico foram adicionados na concentração de 50 M. Os 

resultados estão apresentados como média e SD de experimentos em triplicata. # p < 0,05, teste T de 

Student em relação ao controle. 
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5- Discussão (Características Antioxidantes e Pró-oxidantes) 
 

Embora existam controvérsias sobre a eficiência e seletividade, a apocinina continua 

sendo a mais utilizada substância inibidora do complexo NADPH oxidase em diversos 

modelos experimentais e utilizando diferentes linhagens celulares (Stolk et al., 1994; 

Lafeber et al., 1999; Hougee et al., 2006). Contudo, há também crescentes evidências de 

que a mesma apresenta propriedades pró-oxidantes no meio intracelular e que esta 

característica possa estar relacionada ao seu mecanismo de ação e/ou efeitos tóxicos 

(Riganti et al., 2006 e Vejraska et al., 2005). Por estes motivos, esta primeira parte do 

trabalho foi voltado ao esclarecimento das características antioxidantes e pró-oxidantes da 

apocinina e dos compostos correlatos vanilina e ácido vanílico. Para isso, nossa premissa 

básica foi baseada no fato de que a apocinina é considerada uma pró-droga, a qual deve ser 

ativada por oxidação para exercer seu efeito como inibidora do complexo NADPH oxidase 

(Simons et al., 1990; Johnson et al., 2002; Barbieri et al., 2004). Adicionalmente, a 

oxidação de compostos fenólicos tem sempre como intermediários radicais fenóxidos, 

como é o caso da própria apocinina. Então seria possível que este radical de apocinina 

pudesse exercer características pró-oxidantes. Vale lembrar que trabalhos anteriores do 

nosso grupo de pesquisa já haviam demonstrado esta característica para a apocinina por 

meio de sua interação com GSH (Ximenes et al., 2008). Portanto, o que buscávamos aqui 

era verificar se este efeito pró-oxidante poderia se expressar frente a outras biomoléculas, e 

como discutiremos a seguir, comparar a apocinina com as moléculas correlatas vanilina e 

ácido vanílico. 

O termo “atividade pró-oxidante” é genérico e indica a propriedade de uma 

determinada substância, uma enzima, uma proteína, etc., em iniciar ou exacerbar um 
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processo oxidativo. Vários estudos demonstram a atividade pró-oxidante de várias 

substâncias, como exemplos pode-se citar a Camellia Sinencis (Lambert et al., 2010), 

melatonina (Bejarano et al, 2010), curcumina (Suphim et al; 2010) entre outras. Muitas 

vezes, esta atividade pró-oxidante se correlaciona com suas propriedades como indutoras de 

apoptose e necrose em diversas linhagens de células tumorais. Além disso, não é incomun 

que clássicas substâncias antioxidantes possuam também características pró-oxidantes 

(Robaszkiewicz et al., 2007; Sandur et al., 2007; Bhat et al., 2006). Para compostos 

fenólicos em geral, uma via pró-oxidante importante está baseada na capacidade dos 

radicais livres dos mesmos, gerados com intermediários durante as suas oxidações, serem 

capazes de propagar outra reação de oxidação. Por exemplo, um estudo recente demonstrou 

que substâncias fenólicas com potencial de oxidação menor do que 0.45 V atuam como 

antioxidantes, enquanto compostos com valores acima de 0.45V podem apresentar efeitos 

pró-oxidante (Simic´ et al., 2007). 

Neste contexto, nossos resultados indicam claramente que o radical de apocinina é 

um autêntico exemplo de um composto fenólico cujas propriedades pró-oxidantes são 

exacerbadas. Resultados similares foram obtidos para a vanilina, mas não para o ácido 

vanílico. Como mencionado anteriormente, a diferença entre estes compostos reside na 

substituição na posição para no anel aromático. Os grupos acetila e formila presentes na 

apocinina e vanilina, respectivamente, são grupos classificados como retiradores de 

elétrons. Por outro lado, o grupo carboxilato, presente no ácido vanílico, é doadores de 

elétrons (Vollhardt & Schore, 2004). Em geral, grupos retiradores de elétrons aumentam o 

potencial de redução e grupos doadores de elétrons diminuem o potencial de redução. 

Assim, se o potencial de redução destes compostos fenólicos determina se os mesmos 

possuirão características antioxidantes ou pró-oxidantes como mencionado anteriormente 



Propriedades Químicas e Farmacológicas da Apocinina e Correlatos 

 

Castor, LRG Página 70 
 

(Semic´ et al., 2007), então seria esperado que a apocinina e a vanilina pudessem apresentar 

características pró-oxidante mais exacerbadas do que o ácido vanílico, como de fato se 

verificou. Por outro lado, coerente com esta proposta, o ácido vanílico se apresentou como 

melhor antioxidante do que a apocinina e vanilina. No entanto, não podemos esquecer que 

mesmo o ácido vanílico é relativamente pouco eficiente como antioxidante, o que foi 

verificado por meio de sua comparação com o trolox. 

Chamou à atenção a capacidade dos radicais da apocinina e da vanilina em oxidar 

tióis como GSH, cisteína e resíduos de cisteína em ovalbumina. Como exemplo desta 

característica pode-se citar nosso resultado que mostrou que a adição de 10 µM de 

apocinina no meio de reação foi capaz de promover a oxidação de 650 µM de GSH, 

enquanto em sua ausência, somente cerca de 90 µM GSH foi oxidado pelo sistema 

HRP/H2O2. O tripeptídeo GSH é o maior antioxidante endógeno em células de mamíferos e 

a razão GSH/GSSG é um reflexo direto do status redox celular (Jones et al., 2006). Assim, 

os resultados aqui apresentados sugerem que se radicais de apocinina forem gerados no 

meio intracelular, os mesmos levarão à depleção de GSH e à conseqüente alteração no 

status redox celular, como previamente descrito (Ximenes et al., 2007., Schlüter et al., 

2008; Heumüller et al., 2008; Mora-Pale et al., 2009;). Adicionalmente, a oxidação de tióis 

pode iniciar um ciclo redox que culmina com a produção do radical ânion superóxido, 

amplificando os efeitos pró-oxidantes (Pichoner et al., 1995). Da mesma maneira, os 

radicais de apocinina e vanilina foram capazes de oxidar estruturas quinônicas modelos 

como o trolox e a rifampicina. Isto sugere que o mesmo poderia ocorrer com estruturas 

quinônicas intracelulares como o carreador de elétrons na cadeia de transporte de elétrons a 

coenzima Q (CoQ) e dessa maneira propagando o seu efeito pró-oxidante. 
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Além de tióis e estruturas quinônicas, os radicais de apocinina e vanilina foram 

capazes de exacerbar a oxidação da coenzima NADPH. Este efeito pode ter duas 

conseqüências. Em primeiro lugar, a coenzima NADPH é o co-substrato do complexo 

enzimático NADPH oxidase. Assim, a sua oxidação pelos radicais de apocinina poderia 

contribuir para o efeito inibitório que a mesma exerce sobre este complexo. Em segundo 

lugar, a oxidação de NADPH também poderia contribuir para o desbalanço redox das 

células, pois além de depletar uma coenzima redutora essencial à manutenção do status 

redox, a própria oxidação de NADPH envolve o intermediário NADP· (NADP radical) que 

também poderia iniciar um processo pró-oxidante pela redução do oxigênio molecular para 

ânion superóxido (Galati., 2002).  

Um ponto que deve ser enfatizado, neste trabalho, é que a atividade pró-oxidante da 

apocinina e da vanilina, aqui caracterizadas, está relacionada às suas oxidações prévias, em 

outras palavras, são os radicais gerados durante a sua oxidação é que são pró-oxidantes e 

não as moléculas de apocinina e vanilina em suas formas reduzidas. Por outro lado, 

considerando que a apocinina passa por um processo de oxidação para exercer seus efeitos 

(Johnson et al., 2002), pode-se supor que os seus radicais livres poderão ser formados 

quando a mesma é utilizada em modelos experimentais in vitro e in vivo. Assim, a nossa 

proposta é de que esta característica pró-oxidante possa estar envolvida nos efeitos 

biológicos da apocinina. 

Além disso, há uma clara correlação entre a alteração do status redox celular e a 

conseqüente ativação de fatores de transcrição como o NFkappaB (Blásques et al., 1997). 

Assim, a incubação de células com apocinina poderia ter como conseqüência a ativação de 

genes ligados à produção e/ou inibição de citocinas pró-inflamatórias, proliferação celular, 

apoptose, etc, características que de fato têm sido demonstradas para a apocinina (Riganti et 
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al., 2008; Ceravolo et al., 2007; Paterniti et al., 2010). Deve-se ressaltar que estes efeitos 

não estão necessariamente ligados à inibição do complexo NADPH oxidase, o que expande 

as possibilidades de aplicações da apocinina. De fato, esta característica foi a base para os 

nossos estudos de aplicação da apocinina e seus correlatos em modelos de inflamação e dor 

e que serão discutidos na próxima seção deste trabalho. No esquema abaixo apresentamos 

nossas propostas para os possíveis efeitos pró-oxidantes da apocinina (Figura 16). 

 

O

O

OCH3

MPO/H2O2

O

HO

OCH3

GSH

GS

GSSG

resíduos SH em proteínas

resíduos SH oxidados

Grupos hidroquinonas

Quinonas

NADPH
 NADH

NADP
 NAD GS

GS -
GSSG

O2

O2GSSG

H2O2

 

 

Figura 16. Caracterização da apocinina como molécula com características pró-oxidantes. 
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6- Resultados (Estudos Farmacológicos) 
 

6.1 Edema de pata   
 

Nas figuras 17, 18, 19 e 20, estão expressos os resultados da ação 

antiedematogênica  dos compostos estudados (100 mg/Kg v.o.) Os valores indicam a 

diferença entre a média do controle negativo (salina), controle positivo (piroxicam 

30mg/Kg) e a média dos grupos tratados. 
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Figura 17. Efeito antiedematogênico da apocinina (100mg/kg, v.o) no modelo de indução de edema de 

pata, por carragenina.  Test de Dunnet, os valores expressam a diferença do volume da pata entre a 

média do grupo controle negativo (salina), controle positivo (piroxicam 30mg/Kg e a média do grupo 

tratado. Os resultados são apresentados como médias (n = 6-8). 
* 

Diferença estatisticamente significante 

em relação ao controle (p<0,05).  
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Figura 18. Efeito antiedematogênico da vanilina (100mg/kg, v.o) no modelo de indução de edema de 

pata, por carragenina. Test de Dunnet os valores expressam a diferença do volume da pata entre a 

média do grupo controle negativo (salina), controle positivo (piroxicam 30mg/Kg e a média do grupo 

tratado. Os resultados são apresentados como médias (n = 6-8). 
*
Diferença estatisticamente significante 

em relação ao controle (p<0,05).  
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Figura 19. Efeito antiedematogênico do ácido vanílico (100mg/kg, v.o) no modelo de indução de edema 

de pata, por carragenina. Teste de Dunnet os valores expressam a diferença do volume da pata entre a 

média do grupo controle negativo (salina), controle positivo (piroxicam 30mg/Kg e a média do grupo 

tratado. Os resultados são apresentados como médias (n = 6-8). 
*
Diferença estatisticamente significante 

em relação ao controle (p<0,05).  
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Figura 20. Efeito antiedematogênico da apocinina, vanilina e do ácido vanílico (100mg/kg, v.o) no 

modelo de indução de edema de pata por carragenina. Tste de Dunnet Os valores expressam a 

diferença do volume da pata entre a média do grupo controle negativo (salina), controle positivo 

(piroxicam 30mg/Kg e a média dos grupos tratados. Os resultados são apresentados como médias (n = 

6-8). *Diferença estatisticamente significante em relação ao controle (p<0,05).  
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6.2 Teste das contorções 
 

Os resultados da Figura 21, demonstram que a administração da apocinina, vanilina 

e ácido vanílico, todos na dose de 100 mg/kg, v.o, inibiu as contorções abdominais 

induzidas por ácido acético 0,6%. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 21. Avaliação do efeito antinociceptivo da apocinina, vanilina, ácido vanílico todos na dose 

de (100 mg/kg, v.o),no teste das contorções (tempo de latência em segundos).  Teste de Dunnet as 

barras representam os valores de média ± erro padrão da média (n= 6-8). *Diferença 

estatisticamente significante em relação ao controle (p<0,05). 

 

 



Propriedades Químicas e Farmacológicas da Apocinina e Correlatos 

 

Castor, LRG Página 77 
 

6.3 Testes da placa quente e da retirada da cauda (Tail-Flick) 
 

Os resultados da Figura 22 e da Figura 23 demonstram que a apocinina, vanilina e 

ácido vanílico, todos na dose de 100 mg/kg, v.o, não alteraram o período de latência tanto 

no teste da placa quente quanto no teste de retirada da cauda. No entanto, o tratamento com 

morfina (agonista não seletivo de receptores opióides, 5 mg/kg, s.c.) aumentou o período de 

latência de resposta dos animais nos dois testes avaliados. 

 

 

Figura 22. Avaliação do efeito antinociceptivo da apocinina, vanilina e ácido vanílico, todos na dose de 

(100 mg/kg, v.o), no teste da placa quente (tempo de latência em segundos). Teste de Dunnet as barras 

representam os valores de média ± erro  padrão da média (n = 6-8). *Diferença significante em relação 

em relação ao controle (p<0.05). 
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6.4 Teste da formalina 
 

           O teste da formalina consiste em duas fases distintas de nocicepção. A primeira fase 

(neurogênica) inicia-se imediatamente após a injeção da formalina, estendendo-se pelos 

primeiros 5 min, enquanto a segunda fase, inflamatória, ocorre entre 15-30 min. 

        A administração de apocinina, vanilina e ácido vanílico administrados via v.o., na dose 

de 100 mg/kg, não inibiram a fase neurogênica (Figura 24), mas inibiram 

significativamente  a  segunda fase, ou seja, a  fase inflamatória da nocicepção induzida 

pela formalina (Figura 25). 

 
Figura 23. Avaliação do efeito antinociceptivo da apocinina, vanilina e ácido vanílico, todos na dose 

de (100 mg/Kg, v.o), no teste da placa quente (tempo de latência em segundos). Teste de Dunnet as 

barras representam os valores de média ± erro padrão da média (n = 6-8). *Diferença significante 

em relação em relação ao controle (p<0.05). 
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Figura 24. Avaliação do efeito antinociceptivo da apocinina, vanilina e ácido vanílico (100mg/Kg, v.o)  

no teste da formalina (fase neurogênica). As barras representam os valores de média ± erro padrão da 

média (n= 6-8). *Diferença estatisticamente significante significante em relação ao controle (p<0,05). 

 

 

 

Figura 25. Avaliação do efeito antinociceptivo da apocinina, vanilina e ácido vanílico (100mg/Kg, v.o)  

no teste da formalina (fase inflamatória). Teste de Dunnet ass barras representam os valores de média 

± erro padrão da média (n= 6-8). *Diferença estatisticamente significante em relação ao controle 

(p<0,05). 
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6.5 Hiperalgesia mecânica induzida por carragenina 
 

 A hiperalgesia foi induzida pela injeção intraplantar de carregenina (100µl) na pata 

posterior direita e as medidas da sensibilidade dolorosa foram avaliadas nos seguintes 

tempos: 1h, 2h, 3h e 4h. Nossos resultados demonstram que os compostos estudados foram 

capazes de diminuir a hiperalgesia em relação ao controle, principlamente na terceira hora 

 

 

0 1 2 3 4 5
0

5

10

15

20
Controle

Piroxicam 30mg/Kg

apocinina 100mg/Kg

**
**

Tempo (horas)


 I

n
te

n
s

id
a

d
e

 d
e

 h
ip

e
ra

lg
e

s
ia

 (
g

)

 
 

 
Figura 26. Avaliação antinociceptiva da apocinina (100 mg/kg, v.o) na hiperalgesia mecânica. Os 

valores expressam a diferença da hiperalgesia entre a média do grupo controle positivo (salina) e a 

média do grupo tratado. Os valores representam a média ± erro padrão da média (n=6-8).
 *

Diferença 

estatisticamente significante em relação ao controle (p<0,05). 
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Figura 27. Avaliação antinociceptiva da vanilina (100 mg/kg, v.o) na hiperalgesia mecânica. Os valores 

expressam a diferença da hiperalgesia entre a média do grupo controle positivo (salina) e a média do 

grupo tratado. Os valores representam a média ± erro padrão da média (n = 6-8).
 *

Diferença 

estatisticamente significante em relação ao controle (p<0,05). 
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Figura 28. Avaliação antinociceptiva do ácido vanílico (100 mg/kg, v.o) na hiperalgesia mecânica. Os 

valores expressam a diferença da hiperalgesia entre a média do grupo controle positivo (salina) e a 

média do grupo tratado. Os valores representam  a média ± erro padrão da média (n = 6-8).
 *

Diferença 

estatisticamente significante em relação ao controle (p<0,05). 
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Figura 29. Avaliação antinociceptiva da apocinina, vanilina e do ácido vanílico, todos na dose de (100 

mg/kg, v.o) na hiperalgesia mecânica. Os valores expressam a diferença da hiperalgesia entre a média 

do grupo controle positivo (salina) e a média do grupo tratado. Os valores representam  a média ± erro 

padrão desvio padrão da média (n = 6-8).
 *

Diferença estatisticamente significante em relação ao 

controle (p<0,05). 
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6.6 Estudo dos possíveis mecanismos de ação da apocinina 

6.6.1 Avaliação da participação de óxido nítrico (NO) 

Deste ponto em diante e em virtude dos resultados semelhantes obtidos para as três 

substâncias utilizadas, da maior relevância para os achados para apocinina e pela escassez 

de tempo para conclusão do projeto, resolvemos centralizar nossos esforços 

especificamente na apocinina. 

Para investigar o possível papel do óxido nítrico (NO) no mecanismo de ação 

antinociceptiva deste composto, foi utilizado a L-arginina, substrato para síntese de NO, e 

também o L-NAME, inibidor da NO sintase, a fim de verificar possível reversão da ação 

antinociceptiva da apocinina. O L-NAME foi utilizado como um pré-tratamento na dose de 

65 mg/Kg antes da administração oral da apocinina (100 mg/Kg). Os resultados 

apresentados (Figura 30) mostram que na fase inflamatória, observou-se uma ação anti-

nociceptiva do L-NAME, enquanto que o efeito antinociceptivo da apocinina, quanto 

administrada posteriormente ao tratamento com L-NAME, não provocou alteração se 

comparado ao resultado na ausência de L-NAME.  

Ainda na Figura 30 estão demonstrados os ensaios utilizando L-arginina (substrato 

para síntese de NO). Sendo assim, foi realizado um pré-tratamento dos animais, com L-

arginina, na dose de 500 mg/kg (via i.p) 30 minutos antes da administração oral da 

apocinina (100 mg/kg). Os resultados mostram que L-arginina reverte o efeito 

antinociceptivo do L-NAME, mas não reverteu o efeito antinociceptivo da apocinina. Na 

fase neurogênica do teste da formalina, não houve diferença significativa em nenhum dos 

grupos avaliados acima (não mostrado). 
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Figura 30. Avaliação da participação do óxido nítrico na atividade antinociceptiva  da apocinina (100 

mg/kg, v.o) no teste da formalina. As barras representam os valores de média ±  erro padrão da média 

(n= 6-8). *Diferença estatisticamente significante em relação ao controle (p<0,05). 

 

6.6.2 Avaliação da possível participação do via serotoninérgica 

 Para o estudo da via serotoninérgica, foi realizado um pré-tratamento durante 

quatro dias com o PCPA (inibidor da triptofano hidroxilase), interferindo assim, na síntese 

e quantidade de serotonina liberada pelo neurônio pré-sináptico. Na fase neurogênica não 

houve diferença estatística entre os grupos (não mostrado). Por outro lado, na fase 

inflamatória observamos que o pré-tratamento o PCPA na dose de 45 mg/kg, i.p  reverteu 

completamente o efeito antinociceptivo da apocinina.   
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Figura 31. Avaliação da participação do sistema serotoninérgico na atividade antinociceptiva da 

apocinina (100 mg/kg, v.o),  no teste da formalina. Teste de Dunnet as barras representam os valores de 

média ±  erro  padrão da média (n= 6-8). respectivos grupos controles.  *Diferença estatisticamente 

significante em relação ao controle (p<0,05). 
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6.6.3 Avaliação da possível participação dos receptores 5HT-1 e 5HT-3 na 

atividade antinociceptiva da apocinina 

 

Afim de aprofundarmos nosso estudo, sobre o sistema serotoninérgico, fomos 

avaliar a participação dos  receptores  5HT-1 e 5HT-3, através do teste da formalina 

utilizando antagonistas seletivos para estes receptores sendo o WAY 100635 para o 

receptor 5HT-1 e o onadasetron para o receptor 5HT-3. Nossos resultados (Figura 32 e 33) 

demonstraram que tanto na fase neurogênica (não mostrado), como na fase inflamatória não 

houve diferença estatística entre os grupos. Pois o pré-tratamento com ambos antagonistas, 

não foram capazes de reverter o efeito antinociceptivo da apocinina. 

 

Figura 32. Avaliação da participação do receptor 5H-1 na atividade antinociceptiva da apocinina (100 

mg/kg, v.o)  no teste da formalina. Teste de Dunnet as barras representam os valores de média ± erro 

padrão da média (n= 6-8). Ação antinociceptiva em relação aos seus respectivos grupos 

controles.
*
Diferença estatisticamente significante em relação ao controle (p<0,05). 
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Figura 33. Avaliação da participação do receptor 5HT-3  na atividade antinociceptiva da apocinina (100 

mg/Kg, v.o)  no teste da formalina. Teste de Dunnet as barras representam os valores de média ±  

padrão da média (n= 6-8).   
*
Diferença estatisticamente significante em relação ao controle (p<0,05). 
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6.6.4 Efeito da apocinina na nocicepção induzida pela injeção intraplantar de 

capsaicina 

Com o objetivo de avaliar se na antinocicepção promovida pela apocinina há o 

envolvimento dos receptores TRPV1, utilizamos a capsaicina que é uma agonista deste tipo 

de receptor. Foi injetado (20µL, i.p.l) de capsaicina (1,6µ/pata).  

 A figura 34 mostra que a administração via oral da apocinina (100 mg/kg) reduziu a 

nocicepção induzida por capsaicina. 

 

Figura 34. Avaliação do efeito antinociceptivo da apocinina (100 mg/kg, v.o) na nocicepção induzida 

pela injeção intraplantar de capsaicina.  Teste T de Student (p<0,01). As barras representam os valores 

da média ± erro  padrão da média (n= 6-8). *Diferença estatisticamente significante em relação ao 

controle  

 

 

 

 

 

 

 



Propriedades Químicas e Farmacológicas da Apocinina e Correlatos 

 

Castor, LRG Página 89 
 

 

6.6.5. Efeito da apocicinina na nocicepção induzida pela injeção intraplantar de 

cinamaldeído 

Com o objetivo de avaliar se na antinocicepção promovida pela apocinina há o 

envolvimento dos receptores TRPA1, utilizamos o cinamaldeído que é uma agonista deste 

tipo de receptor. Foi injetado (20µL, i.p.l) de cinamaldeído(10 nmol/pata).  

 A figura 35 mostra que a administração via oral da apocinina (100 mg/kg) reduziu a 

nocicepção induzida por cinamaldeído.  

 

 

 

Figura 35. Avaliação do efeito antinociceptivo da apocinina (100 mg/kg, v.o) na nocicepção induzida 

pela injeção intraplantar de cinamaldeído.  Teste T de Student (p<0,01). As barras representam os 

valores da média ± erro padrão da média (n= 6-8). *Diferença estatisticamente significante em relação 

ao controle  
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6.6.6. Efeito da apocinina na nocicepção induzida pela injeção intraplantar de 

mentol 

Para avaliar, se no efeito antinociceptivo da apocinina existe o envolvimento dos 

receptores TRPM8, foram realizados experimentos de nocicepção induzida pela injeção de 

(20µL) de mentol (agonista TRM8). 

A administração via oral da apocinina (100 mg/kg) reduziu a nocicepção induzida 

por mentol (10 nmol/pata)   

 

 

Figura 36. Avaliação do efeito antinociceptivo da apocinina (100 mg/kg, v.o) na nocicepção induzida 

pela injeção intraplantar de mentol.  Teste T de Student (p<0,01). As barras representam os valores da 

média ± erro padrão da média (n= 6-8). *Diferença estatisticamente significante em relação ao controle  
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6.6.7. Efeito da apocinina na nocicepção induzida  pela injeção intraplantar de 

glutamato  

 Para avaliar, se no efeito antinociceptivo da apocinina existe o envolvimento do sistema 

glutamatérgico), foram realizados experimentos de nocicepção induzida pela injeção 

intraplantar (20µL) de glutamato (20µmol). 

A administração via oral da apocinina (100 mg/kg) reduziu a nocicepção induzida 

por glutamato.   

 

 
Figura 37. Avaliação do efeito antinociceptivo da apocinina (100 mg/kg, v.o) na nocicepção induzida 

pela injeção intraplantar de gutamato.  Teste T de Student (p<0,01). As barras representam os valores 

da média ± erro padrão da média (n= 6-8). *Diferença estatisticamente significante em relação ao 

controle  
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7- Discussão (Efeitos anti-inflamatórios e antinociceptivos) 

 
A dor está frequentemente associada a muitas doenças. Apesar dos principais 

avanços no conhecimento dos mecanismos moleculares envolvidos na dor e investimento 

considerável na pesquisa farmacêutica e desenvolvimento nessa área, ainda existem poucas 

classes de drogas analgésicas (Phero et al, 2004). Além disso, as terapias atuais são 

usualmente insuficientes por possuírem efeitos colaterais severos e de efetividade limitada 

(Bourinet et al., 2005). Por esta razão, a busca por novas moléculas que sejam eficazes e 

com efeitos adversos menores é contínua e necessária. Neste sentido, aqui, foram avaliadas 

as atividades anti-inflamatórias e antinociceptivas da apocinina, vanilina e do ácido vanílico 

em modelos de inflamação e dor aguda induzida por agentes químicos e térmicos. Além 

disso, alguns possíveis mecanismos envolvidos no efeito antinociceptivo da apocinina 

foram investigados. A escolha destas substâncias foi baseada na ampla aplicação da 

apocinina e, para os demais compostos, visando entender como a estrutura destas moléculas  

poderiam explicar os efeitos observados. No capítulo 5 desta tese foram discutidos os 

aspectos químicos anti e pró-oxidantes das moléculas aqui estudadas. Aqui, nos deteremos 

aos resultados farmacológicos obtidos e posteriormente faremos uma integração dos 

assuntos. 

Dados da literatura demonstram que os efeitos farmacológicos da apocinina se 

estendem a diversas doenças de origem inflamatória tais como: aterosclerose, asma, 

hipertensão, doenças neurológicas, doenças reumáticas, entre outras (Stefanska  

Pawliczak, 2008). Por sua vez, a vanilina possui, além de seus efeitos aromáticos e 

flavorizantes, indicações terapêuticas como o tratamento de afecções uterinas, doenças 

hepatobiliares, espasmos, esterilidade e impotência (Moraes  Fontana, 2005). O ácido 
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vanílico está presente em diversas plantas de usos medicinais como Amburama cearensis 

utilizada em doenças respiratórias (Fontenele et al.,2003 a), Scrophularia nodora utilizada 

no tratamento de feridas, abscesso, irritações de pele, etc. (Swiatek L., 1973) e também na 

Lippia  sidoides  que possui ações antimicrobiana comprovadas (Monteiro et al., 2007). 

Iniciamos os estudos avaliando e comparando a atividade anti-inflamatória dos 

compostos estudados por meio do modelo de edema de pata induzida por carragenina. 

Trata-se de um processo inflamatório agudo, não imune, altamente reprodutível e bem 

estudado. A carragenina quando injetada subcutaneamente na região plantar do animal é 

capaz de produzir os sinais cardinais da inflamação, como edema (tumor), eritema (rubor) e 

hiperalgesia (maior sensibilidade aos estímulos dolorosos), que se desenvolvem 

rapidamente em decorrência da ação de vários mediadores pró-inflamatórios derivados do 

plasma ou das células envolvidas na resposta inflamatória. Bradicinina, histamina, 

serotonina, taquicininas, fragmentos do complemento (C3a e C5a), espécies reativas de 

oxigênio e de nitrogênio, mediadores lipídicos (ex. prostaglandinas e PAF), citocinas (ex. 

TNF-α e IL1-β), quimiocinas (ex. IL-8) e enzimas proteolíticas são exemplos dos 

mediadores envolvidos na resposta do organismo frente a um estímulo inflamatório. A 

inibição do edema de pata induzido pela carragenina por uma determinada droga é 

altamente preditiva de ação anti-inflamatória. Em nosso estudo, a apocinina e seus 

correlatos inibiram de maneira significante o edema na terceira hora após indução do 

mesmo. É importante salientar que neste modelo, uma maior liberação de prostaglandinas 

(principalmente PGE2) ocorre nesta fase (Ferreira et al, 1971., Ferreira et al, 1979., 

Ferreira et al, 1991)  o que parece indicar que a inibição de ciclooxigenases possa estar 

relacionada ao mecanismo de ação da apocinina. Corroborando com nossos achados, a 

administração oral de apocinina em ratos inibiu a inflamação de orelha induzida por LPS e 
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diminuiu os níveis de PGE2 (Hougee  et al., 2006). Ainda dentro deste contexto, o ácido 

vanílico demonstrou uma ação anti-edematogênica, além de inibir da migração de 

neutrófilos para a cavidade peritoneal (Leal et al., 2011). 

Entre os modelos de nocicepção química utilizados neste trabalho, iniciamos pelo 

teste de contorções abdominais induzidas por ácido acético. Este teste é descrito como um 

modelo de dor inflamatória, sendo uma ferramenta para a avaliação da atividade analgésica 

e anti-inflamatória de novos agentes (Vinegar  et al., 1979; Tjolsen, Hole, 1997). Todos os 

compostos avaliados apresentaram atividade antinociceptiva neste modelo e novamente não 

houve diferença significativa entre as substâncias estudadas. Nossos estudos encontram 

respaldo nos estudos da ação antinociceptiva da vanilina (Park et al, 2009) e ácido vanílico 

(Morucci et al, 2012), enquanto para a apocinina, não foi encontrado nenhum trabalho 

relacionado a este modelo experimental. 

Sabe-se que a irritação local promovida pelo ácido acético induz a liberação de 

vários mediadores endógenos como bradicinina, prostaglandinas e citocinas (TNF-α, IL-1β 

e IL-8) que estimulam neurônios nociceptivos (Collier et al., 1968; Ikeda et al., 2001). 

Além de ser influenciada por estes mediadores inflamatórios, a nocicepção promovida pelo 

ácido acético também pode ser mediada pela dissociação dos prótons presentes no ácido 

acético, que estimulam os canais TRPV1 e ASICs localizados nos neurônios aferentes 

primários (Ikeda et al., 2001;  Coutax et al., 2005). Os receptores TRP, (transient receptor 

potential) constituem uma família de canais catiônicos localizados nos terminais periféricos 

dos nociceptores e são responsáveis pela detecção de estímulos nocivos, uma vez que sua 

ativação contribui para a geração do potencial de ação necessário para a transmissão da 

informação nociceptiva (Tominaga, 2007). Considerando os resultados obtidos, podemos 
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sugerir que o efeito antinociceptivo dos compostos estudados possa também estar 

relacionado à inibição da liberação desses mediadores ou dos canais TRPV1 e ASICs. 

Para a avaliação dos compostos estudados em relação aos mecanismos relacionados 

ao SNC foram utilizados o teste da placa quente e o teste da retirada da cauda. Nos dois 

modelos experimentais, os compostos estudados não aumentaram o tempo de latência. 

Estes resultados sugerem que o efeito antinociceptivo dos compostos não envolve 

mecanismos centrais relacionados aos modelos que dependem de reflexos espinhais. 

Sabendo-se que estes testes são bem eficientes em revelar a atividade analgésica de 

opióides (Carter, 1991) e essa observação foi confirmada pelo fato da morfina (agonista dos 

receptores opióides) aumentar o tempo de latência nos dois modelos. 

 Outro modelo de nocicepção amplamente utilizado é o teste da formalina, o qual 

vem sendo empregado para pesquisa de drogas antinociceptivas em roedores, 

principalmente ratos e camundongos (Tjolsen & Hole, 1997). Este teste consiste na injeção 

intraplantar de solução de formaldeído diretamente na pata posterior do animal, sendo 

conhecido por induzir intensa dor pela estimulação direta dos nociceptores. A dor, causada 

pela injeção intraplantar de formalina, é caracterizada por vigorosas lambidas, mordidas e 

batidas na pata injetada após a injeção deste estímulo flogístico. Neste modelo, podem ser 

caracterizadas duas fases distintas de nocicepção que parecem envolver diferentes 

mediadores (Hunskaar & Hole, 1987; Santos & Calixto, 1997a,b). A primeira fase (fase 

inicial) inicia-se imediatamente após a injeção da formalina, estendendo-se pelos primeiros 

5 min, o que se acredita dever-se à estimulação química direta dos nociceptores (Hunskaar, 

Fasmer & Hole, 1985; Hunskaar,Berge & Hole, 1986), predominantemente das fibras 

aferentes do tipo C e, em parte, as do tipo A (Heapy, Jamienson & Russel, 1997). A 
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segunda fase (fase tardia) da nocicepção observada nesse modelo, ocorre entre 15-30 min 

após a injeção de formalina estando a resposta observada relacionada principalmente com a 

liberação de vários mediadores químicos pró-inflamatórios (Hunskaar & Hole, 1987; e 

Tjolsen & Hole, 1997). Segundo os resultados descritos na literatura, a primeira fase está 

associada com a liberação de vários mediadores químicos, como a substância P, o 

glutamato e a bradicinina (fase de dor neurogênica), enquanto que na segunda fase, os 

mediadores químicos detectados foram histamina, serotonina, prostaglandinas e a 

bradicinina (fase de dor inflamatória), sendo ambas as fases induzidas pelo agente 

flogístico formalina (Hunskaar & Hole, 1987, Shibata et al, 1989. Tjolsen et al, 1992; 

Correa & Calixto, 1993, Tjolsen & Hole, 1997). Os compostos estudados neste trabalho 

não apresentam atividade antinociceptiva na fase neurogênica, enquanto na fase 

inflamatória os compostos apresentaram efeito antinociceptivo pronunciado. Sendo assim 

podemos inferir que estes compostos podem estar modulando e/ou inibindo a liberação dos 

mediadores inflamatórios liberados na segunda fase (fase inflamatória). Nossos resultados 

estão de acordo com dados de literatura onde foi relatado a ação antinociceptiva do ácido 

vanílico e da vanilina somente na segunda fase (inflamatória) no teste da formalina (Leal et 

al, 2011;  Park et al, 2009; Morucci et al, 2012). Entretanto, mais uma vez, nenhum 

trabalho foi encontrado em relação à apocinina neste modelo experimental. 

 Peranteos resultados até aqui apresentados podemos concluir que todos os 

compostos estudados possuem atividade anti-inflamatória e antinociceptiva. Estas 

atividades possuem o mesmo padrão de resposta, não havendo diferença estatisticamente 

significante entre os mesmos. Além disso, todos os resultados obtidos sugerem que os 

mecanismos de ação dessas substâncias parecem estar relacionadas aos mediadores 

inflamatórios da dor ou ainda a outros nociceptores. Assim, escolhemos a apocinina para os 
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estudos posteriores, visto os resultados serem semelhantes para os três, mas a apocinina é a 

molécula mais estudado na atualidade e mais promissora como um potencial anti-

inflamatório. De fato, embora a apocinina seja o mais utilizado e não tóxico inibidor do 

complexo NADPH oxidase, os efeitos farmacológicos não se restringem a este mecanismo, 

pois são inúmeros os achados disponíveis na literatura e para os quais a simples inibição de 

NADPH oxidase poderia explicar todos os resultados. Entre eles podemos citar sua 

aplicação em modelos de osteoartrite e artrite reumatóide (Lafeber et al., 1999), hipertensão 

(Taylor et al., 2006), câncer (Kless et al., 2006). 

 Assim, investigamos inicialmente a participação do sistema de transmissão L-

Arg/NO na atividade antinociceptiva da apocinina. Sabe-se que a produção de NO está 

relacionada com a transmissão nociceptiva central, a partir da ação de diversos mediadores 

pró-inflamatórios (Millan, 1999; 2002). Além disso, a liberação espinhal de NO interfere 

com a nocicepção em vários níveis de transmissão e modulação desta resposta (Meller e 

Gebhart, 1993). Em nosso trabalho foi demonstrado que o inibidor de NOS, L-NAME 

possui efeito antinociceptivo na segunda fase (inflamatória) no teste da formalina. O pré-

tratamento dos animais com L-ARG, substrato para a enzima NOS, reverte o efeito 

antinociceptivo causado pelo L-NAME. Entretanto, o pré-tratamento dos animais tanto com 

L-ARG como com o L-NAME não foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo 

demonstrado pela apocinina, sugerindo que o sistema L-ARG/NO não está diretamente 

envolvido neste efeito.  

Estudos descritos na literatura demonstram que o sistema serotoninérgico está 

intimamente envolvido no mecanismo de regulação da transmissão da informação 

nociceptiva no sistema nervoso central (Millan, 1997; Besson, 1999). Assim, um grande 

número de drogas vem sendo utilizado para o tratamento de dores crônicas, destacando-se, 
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os antidepressivos tricíclicos. Vários estudos sugerem que este efeito pode estar relacionado 

com a melhora do humor (Warm, Bloom & Fridel, 1999), enquanto que outros autores 

sugerem que eles produzem analgesia por mecanismos mais específicos (Millan, 1999). No 

entanto, os antidepressivos tricíclicos são tradicionalmente conhecidos por estimular a 

atividade da serotonina e da noradrenalina pelo bloqueio da captação neuronal (Carlsson et 

al, 1969; Takur Desai, 1994). Além disso, eles não parecem agir especificamente nos 

neurônios monoaminérgicos, mas principalmente em outros sistemas neuroquímicos 

justificando, portanto, a manisfestação da resposta analgésica em pacientes não deprimidos 

(Sharav et al., 1987; Lejon & Boive, 1989). Para o estudo deste sistema serotoninérgico, foi 

utilizada uma droga inibidora da síntese de serotonina (PCPA). O pré-tratamento com este 

inibidor foi capaz de reverter completamente o efeito antinociceptivo da apocinina, 

sugerindo assim, que o mecanismo antinociceptivo da apocinina seja via liberação e/ou 

síntese de serotonina pelos neurônios pré-sinápticos. Para um melhor entendimento desta 

via analisamos os subtipos de receptores serotoninérgicos (5HT-1 e 5HT-3), para tanto 

utilizamos antagonistas dos receptores 5HT-1 (WAY 100635) e antagonista dos receptores 

5HT-3 (ondasetron), nossos resultados demonstraram que não houve reversão do efeito 

antinociceptivo da apocinina com o pré-tratamento dos antagonistas. Isto nos sugere que a 

apocinina pode não estar atuando nestes receptores, em contrapartida, como descrito 

anteriormente verificamos que seu efeito antinociceptivo foi revertido com um pré-

tratamento com PCPA. Desta maneira podemos sugerir que a apocinina pode estar atuando 

em algum nível de liberação da serotonina ou estaria agindo em outro tipo de receptor para 

serotonina, uma vez que existe uma gama de subtipos de receptores serotoninérgicos: 5-

HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT1E, 5-HT1F, 5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT2C, 5- HT3, 5-HT4, 5-HT5A, 

5-HT6 e 5-HT7 (Bardin, 2000). Os diferentes mecanismos de transdução de sinal de cada 
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tipo de receptor serotoninérgico permitem a observação de efeitos distintos da 5-HT sobre a 

atividade neuronal.                                                                                                                                                                                                                                              

 Avaliando-se ainda outros possíveis mecanismos de ação envolvidos no efeito 

antinociceptivo da apocinina, analisou-se a possível ação antinociceptiva da apocinina na 

nocicepção neurogênica induzida pela injeção intraplantar de capsaicina em camundongos. 

Sakurada et al (1992) foram os primeiros a demonstrar que a injeção intraplantar de 

capsaicina na pata posterior de camundongos, causa vigorosa dor, caracterizada por 

lambidas e mordidas na pata injetada, sendo esse efeito relacionado com a dor de origem 

neurogênica. A capsaicina é uma amina neurotóxica extraída de plantas do gênero 

Capsicum (pimenta vermelha) que, quando aplicada na pele ou injetada em animais, produz 

irritação caracterizada por reação dolorosa e subseqüente dessensibilização para a dor 

induzida quimicamente (Jancso et al. 1991). Vários mediadores químicos foram 

evidenciados na dor neurogênica causada pela injeção intraplantar de capsaicina, como as 

neurocininas (substância P, neurocinina A e neurocinina B), aminoácidos excitatórios, 

óxido nítrico, peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e somatostatina entre 

outros (Gamse et al., 1981; Lembeck, 1988; Santos & Calixto, 1997a,b). Há estudos que 

demonstraram que a capsaicina atua através da ativação de receptores específicos, os quais 

foram denominados de receptores vanilóides do tipo 1 (TVR1) Caterina et al, 1997. 

Malmberg e Yaksh, 1994 demonstraram que a capsaicina, ativa diretamente as fibras 

nervosas aferentes primárias e  pode levar à  produção e liberação de prostaglandina E2 na 

medula espinhal in vitro e in vivo. Sakurada et al, (1996 a, b), mostraram que a nocicepção 

induzida pela injeção intraplantar ou intratecal de capsaicina pode ser mediada, pelo menos 

em parte, pela produção de óxido nítrico, glutamato e aspartato, além dos neuropeptídeos 

(SP, NKA, NKB, CGRP). Neste trabalho, observou-se que a apocinina (administrada v.o) 
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foi capaz de inibir, de forma significativa, a nocicepção neurogênica induzida pela injeção 

intraplantar de capsaicina em camundongo. É importante ressaltar que este resultado se 

contrapõe àqueles observado na fase neurogênica do teste da formalina. 

O cinamaldeído é um agonista direto dos canais TRPA1, um importante nociceptor. 

O receptor TRPA1 foi caracterizado como um termorreceptor de frio nocivo (Story et al., 

2003). É seletivamente expresso em fibras sensoriais peptidérgicas que também expressam 

TRPV1, o que explica seu possível papel no processo nociceptivo (Story et al., 2003; 

Bautista et al., 2005. Além disso, McNamara & colaboradores (2007) demostraram que a 

formalina ativa as fibras aferentes primárias por meio da ativação direta de canais TRPA1, 

sendo esta ativação responsável pela primeira fase da nocicepção (neurogênica) induzida 

pela injeção intraplantar de formalina. Os dados do presente trabalho demonstram que a 

apocinina inibiu de forma significativa a nocicepção induzida pela injeção intraplantar de 

cinamaldeído. Sendo assim, apesar da apocinina não inibir a fase (neurogência) da 

nocicepção no teste da formalina, ela pode estar atuando de alguma forma no receptor 

TRPA1. Outro receptor que detecta o frio é o receptor de potencial transitório melastatina 8 

(TRPM8) (Mckemy, Neuhausser, Julius, 2002; Peier et al., 2002). O TRPM8 é ativado por 

temperaturas frias moderadas (15 a 25 °C) e por compostos que evocam uma sensação de 

frescor, como mentol, icilina, eucaliptol e eugenol (Reid, Flonta, 2001; Bandell et al., 2004; 

Behrendt et al., 2004; Chuang, Neuhausser, Julius, 2004). Em nossos estudos,  a apocinina 

inibiu a nocicepção induzida pela injeção intraplantar de mentol, desta maneira, podemos 

inferir que a apocinina pode estar atuando diretamente no receptor TRPM8. Afim de 

entendermos um pouco mais sobre o efeito antinociceptivo da apocinina, estudamos a 

participação do sistema glutamatérgico na antinocicepção causada pelo apocinina. Sendo 

assim, foi investigado o efeito da apocinina na nocicepção induzida pelo glutamato 
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administrado via intraplantar. Sabe-se que o glutamato é o principal neurotransmissor 

excitatório envolvido na transmissão de sinais nociceptivos. Além disso, tem sido 

demonstrado que a injeção intraplantar de glutamato libera aminoácidos excitatórios, 

PGE2, NO, cininas, prótons, glutamato e SP no corno dorsal (Millan, 1999; Beirith, Santos, 

Calixto, 2002). Nesse trabalho, foi observado que a apocinina inibe efetivamente a resposta 

nociceptiva induzida pelo glutamato intraplantar.  Estes dados permitem sugerir que esta 

ação antinociceptiva da apocinina na dor causada pelo glutamato pode ser decorrente do 

seu papel modulatório sobre o sistema glutamatérgico, provavelmente impedindo a 

liberação desse aminoácido excitatório envolvido na transmissão do processo doloroso. No 

entanto, novos estudos para uma investigação mais detalhada devem ser conduzidos para 

confirmar esta hipótese. 

 A partir dos resultados acima apresentados, podemos concluir que todos os 

compostos estudados neste trabalho (apocina, vanilina e ácido vanílico) apresentaram efeito 

antinociceptivo semelhante, em todos os modelos experimentais. Podemos inferir também 

que este efeito antinociceptivo pode estar envolvido com a inibição de vários mediadores 

inflamatórios entre eles a prostaglandina E2, pois a ação destes compostos foi bem 

pronunciada na terceira hora nos modelos do edema de pata e da hiperalgesia, pois sabe-se 

que a partir da  terceira hora, começa a liberação de vários mediadores inflamatórios, 

principalmente a prostaglandina E2. Outro dado também que corrobora com nossos dados, 

é o efeito antinociceptivo dos compostos, na segunda fase do teste da formalina, da qual é 

considerada fase inflamatória, devido a liberação de vários mediadores inflamatórios. 

Como direcionamos nosso estudo para a apocinina, foram então avaliados alguns 

mecanismo de ação, que poderiam estar envolvidos no efeito antinociceptivo da apocinina 
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 Sendo assim, perante os resultados obtidos podemos sugerir, que a via NO/L-Arg 

parece não estar envolvida no efeito antinociceptivo da apocinina, pois quando utilizamos a 

apocicina concomitantemente com o L-Name ou com L-ARG, o efeito antinociceptivo da 

apocinina não foi revertido. Estudamos também o sistema serotoninérgico e observamos, 

que o pré-tratamento com PCPA, foi capaz de reverter o efeito antinociceptivo da 

apocinina. Para um melhor entendimento desta via, utilizamos um pré-tratamento com 

antagonistas receptores 5HT-1 (WAY 100635) e antagonista dos receptores 5HT-3 

(ondasetron), mas estes não reverteram o efeito antinociceptivo da apocinina, sendo assim 

podemos sugerir, que a apocinina pode estar atuando diretamente ou indiretamente com os 

níveis de serotonina ou pode estar atuando em outros subtipos de receptores 5HT-1. No 

intuito de estudarmos alguns dos principais receptores (TVR1, TRPA1, TRPM8) 

envolvidos na gênese da dor. Utilizamos agonistas como capsaicina ((TVR1), cinamaldeído 

(TRPA1) e mentol (TRPM8). Nossos estudos demonstraram que a apocinina foi capaz de 

inibir de forma pronunciada a nocicepção induzida por estes agonistas, sendo assim 

podemos sugerir que a apocinina pode estar atuando direta e/ou indiretamente nestes tipos 

de receptores. 

 Outro resultado importante, encontrado neste trabalho foi a participação do sistema 

glutamatérgico, uma vez que a apocinina inibiu a nocicepção causada por glutamato, 

podendo sugerir a participação deste sistema no efeito antinociceptivo da apocinina. 

 Assim, neste trabalho podemos concluir que os compostos estudados possuem um 

importante efeito antinociceptivo em modelos de inflamação e nocicepção, podendo ser 

alvo de futuras drogas analgésicas. 
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8- Discussão Integradora (Resultados bioquímicos e farmacológicos) 
 

Como estabelecido em nossa justificativa e objetivos, o propósito deste trabalho foi 

avaliar se havia alguma correlação entre as características químicas anti e pró-oxidante dos 

compostos em estudo e seus efeitos em modelos de inflamação e dor. A escolha entre eles 

se deu pelo fato da apocinina ser o mais utilizado inibidor de NADPH oxidase e os outros, 

apesar de semelhantes, não serem utilizados. Mas, além disso, sendo a apocinina aplicada 

em tantos modelos in vitro e in vivo e apresentando resultados biológicos surpreendentes (a 

literatura já conta com mais de 1300 trabalhos deste a sua descoberta como inibidor de 

NADPH oxidase em 1994), então até que ponto inibir NADPH oxidase seria o ponto 

fundamental? De modo geral, os nossos resultados apontam na direção de uma ação mais 

ampla para esta molécula. De fato, como foi possível observar não obtivemos diferenças 

significativas entre a apocinina, vanilina e ácido vanílico nos estudos farmacológicos. 

Assim se considerarmos que a apocinina é bem estabelecida como inibidora de NADPH 

oxidase, mas o ácido vanílico é muito menos eficiente neste contexto, então pode se 

concluir que inibição de NADPH oxidase não é o fator principal em nossos achados 

farmacológicos, visto que ambos foram igualmente eficientes. 

Chama a atenção também o fato de que ser anti ou pró-oxidante não parece ser o 

ponto relevante no mecanismo de ação anti-inflamatória e antinociceptiva das substâncias 

estudadas. Como demonstramos, a apocinina, uma vez oxidada torna-se uma molécula 

extremamente pró-oxidante, sendo capaz de induzir a oxidação de diversas classes de 

biomoléculas. Por outro lado, esta característica é inexistente para o ácido vanílico, o qual, 

pelo contrário, possui características antioxidantes, embora relativamente fracas, se 

comparado a compostos de referência como o trolox, forma solúvel de vitamina E. Assim, 

se considerarmos que esta propriedade pró-oxidante é relevante para a sua ação como 
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inibidora do complexo NADPH oxidase, então mais uma vez podemos sugerir que nossos 

resultados não estão diretamente ligados a esta propriedade da apocinina. 

Por outro lado, vale ressaltar que, apesar dos nossos achados e conclusões acima 

descritas, há relatos recentes que mostravam a correlação entre NADPH oxidase e dor; e foi 

esse um dos principais motivos para apostarmos nas moléculas aqui estudadas.  Por 

exemplo, Brennan et al, 2009 demonstrou uma relação entre o receptor NMDA, a enzima 

NADPH oxidade e apocinina. Eles utilizaram neurônios do hipocampo de ratos em cultura 

tratando-os com agonistas de receptor de glutamato (NMDA). Estas células responderam 

com um rápido aumento na produção de superóxido seguido de morte neuronal e foram 

bloqueados pela apocinina. Morais et al, 2010  estudaram a  relação entre hipertensão, dor 

neuropática e NADPH-oxidase, utilizando a apocinina, neste trabalho eles observaram o 

efeito analgésico da apocinina na dor neuropática. Apesar da conclusão do referido trabalho 

em relacionar apocinina com estresse oxidativo, não houve dosagens específicas de 

produtos de estresse oxidativo, nem parâmetros da ativação do complexo NADPH-oxidase  

Outro estudo demonstrou que a ativação da NADPH oxidase espinhal está envolvida no 

desenvolvimento de hiperalgesia induzida por morfina e a tolerância antinociceptiva foi 

associada ao aumento da ativação da NADPH oxidase e liberação de superóxido. Sendo 

assim, a co-administração de morfina com administração sistêmica de dois inibidores da 

NADPH oxidase, a apocinina ou difenilenoiodônio (DPI), bloquearam a ativação da 

NADPH oxidase, do desenvolvimento de hiperalgesia e a tolerância antinociceptiva (Doyle 

et al, 2010). 

Assim, confrontando os nossos resultados e estes acima citados, podemos concluir 

que ainda é cedo para afirmar ou descartar o papel do complexo NADPH oxidase nos 

mecanismo de dor. Mas uma coisa é certa, a apocinina é certamente uma substância 
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excepcional do ponto de vista de suas propriedades farmacológicas e muito ainda precisa 

ser estudado sobre a mesma. 

 

 

9- Conclusões 

 

- A apocinina e a vanilina são relativamente não efetivas como antioxidantes; 

- O ácido vanílico foi mais efetivo como antioxidante; 

- A apocinina e a vanilina possuem propriedades pró-oxidantes; 

- A apocinina, a vanilina e o ácido vanílico possuem propriedades antinociceptivas; 

- O mecanismo de ação antinociceptivo da apocinina pareçe não envolver a via do óxido 

nítrico; 

- O mecanismo de ação antinociceptivo da apocinina parece envolver a via serotoninérgica; 

- Os receptores de capsaicina, cinamaldeído, mentol e glutamato parecem atuar direta e/ou 

indiretamente no mecanismo de ação antinociceptivo da apocinina. 

- Não se verificou interação entre a atividade anti ou pró-oxidante das substãncias em 

estudo e os efeitos farmacológicos observados; 

- Não se verificou interação entre a atividade inibidora de NADPH oxidase e os efeitos 

farmacológicos observados. 
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