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RESUMO 

 

Estudo do mecanismo de ação antinociceptiva de uliginosina B 

 

Uliginosina B é um derivado acilfloroglucinol natural, isolado de espécies de 

Hypericum nativas da América do Sul. Estudos prévios demonstraram que a 

uliginosina B apresenta efeitos do tipo antidepressivo e antinociceptivo em baixas 

doses (até 15 mg/kg, i.p. ou v.o.) e, em doses elevadas (90 mg/kg, i.p.), prejudica a 

coordenação motora. A atividade antidepressiva depende da ativação da 

neurotransmissão monoaminérgica e envolve a regulação da homeostase através do 

balanço de Na+. A atividade antinociceptiva é mediada por receptores opioides e 

dopaminérgicos da família D2. O efeito atáxico depende da ativação de receptores 

opioides e dopaminérgicos. Os efeitos parecem ser decorrentes da sua capacidade 

de inibir a recaptação de monoaminas (especialmente dopamina) com consequente 

ativação de receptores opioides e monoaminérgicos. O objetivo deste estudo foi 

aprofundar o conhecimento sobre o mecanismo de ação antinociceptiva de 

uliginosina B, investigando o envolvimento da neurotransmissão monoaminérgica, 

glutamatérgica e purinérgica. O tratamento com uliginosina B aumentou a 

disponibilidade intersticial de dopamina e seu metabólito, ácido homovanílico (HVA), 

no estriado de ratos; dados que reforçam o papel da neurotransmissão 

dopaminérgica nos efeitos da uliginosina B. O papel das outras monoaminas e da 

neurotransmissão glutamatérgica foi investigado nos efeitos antinociceptivo e atáxico 

induzidos por uliginosina B. A ataxia (90 mg/kg, i.p.) foi completamente prevenida 

pelo tratamento prévio com pCPA (inibidor da síntese de serotonina) e MK-801 

(antagonista do receptor glutamatérgico NMDA), mas não foi afetada pelo pré-

tratamento com prazosina ou ioimbina (antagonistas de receptores adrenérgicos α1 e 

α2, respectivamente). A atividade antinociceptiva (15 e 90 mg/kg, i.p.) foi reduzida 

significativamente pelo pré-tratamento com pCPA e MK-801 e aumentada pelo pré-

tratamento com prazosina e ioimbina, apenas na dose mais elevada (90 mg/kg, i.p.). 

A importância da neurotransmissão monoaminérgica para o efeito antinociceptivo da 

uliginosina B foi confirmada através da análise isobolar. A associação de uliginosina 

B com amitriptilina (inibidor da recaptação de monoaminas) ou clonidina (agonista 
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adrenérgico α2) apresentou interação aditiva – dados sugestivos de substâncias com 

mecanismos de ação mediados pelas mesmas vias – enquanto a associação com 

morfina (agonista opioide) apresentou interação sinérgica – dados indicativos de um 

possível uso clínico, como adjuvante opioide na farmacoterapia da dor. O efeito 

antinociceptivo de uliginosina B (15 mg/kg, i.p.) também foi prevenido pelo 

tratamento prévio com DPCPX e ZM-241385 (antagonistas de receptores 

adenosinérgicos A1 e A2A, respectivamente). Este efeito esta relacionado, pelo 

menos em parte, com a capacidade da uliginosina B aumentar a hidrólise de AMP 

na medula espinhal e de ATP no córtex cerebral. A uliginosina B também inibiu in 

vitro a atividade da enzima Na+,K+-ATPase (isoformas α1 e α3). O conjunto de dados 

apresentados nesta tese evidencia a uliginosina B como um padrão estrutural 

multirreceptor promissor no desenvolvimento de fármacos com ação analgésica. Em 

suma, os efeitos antinociceptivo e atáxico induzidos pelo tratamento com uliginosina 

B são mediados pela ativação da neurotransmissão monoaminérgica, 

glutamatérgica, purinérgica e opióide, requisitadas com diferente grau de 

importância; e ainda envolvem o balaço iônico da Na+,K+-ATPase. 

 

Palavras-chave: adenosina; ATP; derivado acilfloroglucinol; dor; glutamato; 

Hypericum; monoaminas; Na+,K+-ATPase; uliginosina B. 
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ABSTRACT 

 

Study of the antinociceptive mechanism of action of uliginosin B 

 

Uliginosin B is a natural acylphloroglucinol derivative obtained from Hypericum 

species native to South America. Previous studies have shown that uliginosin B 

presents antidepressant-like and antinociceptive effects at low doses (up to 15 

mg/kg, i.p. or p.o.), and at high doses (90 mg/kg, i.p.) it impairs the motor 

coordination. The antidepressant-like activity seems to depend on the activation of 

monoaminergic neurotransmission and ionic balance of Na+. The antinociceptive 

effect is mediated by opioid and D2 dopamine receptors. The ataxic effect involves 

opioid and dopaminergic receptors activation. The uliginosin B effects appear to be a 

consequence of their ability to inhibit reuptake of monoamines (especially dopamine) 

with subsequent activation of opioid and monoaminergic receptors. The aim of this 

study was to deepen our knowledge about the mechanism of antinociceptive action 

of uliginosin B, investigating the involvement of monoaminergic, glutamatergic and 

purinergic neurotransmissions. Treatment with uliginosin B increased the interstitial 

availability of dopamine and its metabolite, homovanillic acid (HVA), in the striatum of 

rats; these data underscore the role of dopaminergic neurotransmission in the effects 

of uliginosin B. The role of other monoamines as well as the glutamatergic 

neurotransmission, were investigated in the antinociceptive and ataxic effects 

induced by uliginosin B. The ataxic effect (90 mg/kg, i.p.) was completely prevented 

by pre-treatment with pCPA (a serotonin synthesis inhibitor) and MK-801 (a NMDA 

glutamatergic receptor antagonist), but was not affected by pretreatment with 

prazosin or yohimbine (α1 and α2 adrenoceptor antagonists, respectively). The 

antinociceptive activity (15 and 90 mg/kg, i.p.) was significantly reduced by 

pretreatment with pCPA and MK-801 and increased by pretreatment with yohimbine 

and prazosin only at the highest dose (90 mg/kg, i.p.). The importance of 

monoaminergic neurotransmission for the uliginosin B antinociceptive effect was 

confirmed by isobolar analysis. The association between uliginosin B with 

amitriptyline (monoamine reuptake inhibitor) or clonidine (α2 adrenergic agonist) 

showed additive interaction - findings suggestive of substances with mechanisms of 
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action mediated by the same pathways - while the association with morphine (opioid 

agonist) showed synergistic interaction - indicative of a possible clinical use as 

adjuvant to opioid pharmacotherapy of pain relief. The antinociceptive effect of 

uliginosin B (15 mg/kg, i.p.) was also prevented by pretreatment with DPCPX and 

ZM-241385 (A1 and A2A adenosinergic receptor antagonists, respectively). This effect 

is related, at least in part, to its ability of increases the AMP and ATP hydrolysis in the 

spinal cord and cerebral cortex synaptosomes, respectively. Moreover, uliginosin B 

inhibited the Na+,K+-ATPase activity (α1 and α3 isoforms)  in vitro. The data set 

presented in this thesis pointed uliginosin B as a promising multirreceptor molecular 

pattern in the analgesic drug development. In summary, the antinociceptive and 

ataxic effects induced by uliginosin B were mediated by the activation of 

monoaminergic, glutamatergic, purinérgico and opioid neurotransmission and 

involves the ionic balance, required with different degree of importance. 

 

Keywords: acylphloroglucinol derivative; adenosine; ATP; glutamate; Hypericum; 

monoamines; Na+,K+-ATPase; pain; uliginosin B. 
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           O gênero Hypericum despertou interesse a partir de estudos com H. 

perforatum, espécie nativa da Europa, utilizada na clínica para o tratamento de 

depressão leve à moderada. Esta atividade é atribuída à presença de flavonoides, 

naftodiantronas (hipericina e pseudo-hipericina) e derivados monoméricos de 

floroglucinol (hiperforina e ad-hiperforina) (Linde, Berner e Kriston, 2008; Linde, 

2009; Nahrstedt e Butterweck, 2010). Estudos pré-clínicos também demonstram 

efeito antinociceptivo para o extrato de H. perforatum e seus principais constituintes 

(Galeotti et al., 2010a; 2010b; 2013a; 2013b; 2013c; 2014a; 2014b).  

Espécies de Hypericum, nativas da América do Sul, também apresentam 

efeitos do tipo antidepressivo e antinociceptivo em roedores (Viana, 2002; Viana et 

al., 2003; Viana et al., 2005; Viana et al., 2006; von Poser, Rech e Rates, 2006; 

Viana, 2007; Stolz, 2011; Stein, 2012; Stein et al., 2012; Stolz et al., 2012). H. 

polyanthemum e seu principal derivado acilfloroglucinol, uliginosina B, são objetos 

de depósito de patente para o uso como antidepressivo e em outras doenças que 

envolvam disfunções dopaminérgicas (Rates et al., 2010). O tratamento agudo (2000 

mg/kg, v.o.) ou por 28 dias (90 mg/kg, v.o. – dose ativa em ensaios pré-clínicos de 

atividade antinociceptiva e antidepressiva) com extrato de H. polyanthemum não 

induziu indícios de toxicidade em roedores (Betti et al., 2012). 

As espécies de Hypericum sul-americanas e europeias são filogeneticamente 

distintas; H. perforatum pertence à seção Hypericum, enquanto as espécies da 

América do Sul pertencem às seções Brathys e Trigynobrathys (Crockett e Robson, 

2011). A principal diferença entre as espécies europeias e americanas envolvem o 

acúmulo de naftodiantronas produzidas nas glândulas negras, presentes em H. 

perforatum e ausentes nas espécies sul-americanas (Ferraz et al., 2002). As 

espécies de Hypericum, nativas da América do Sul, tendem a acumular compostos 

fenólicos com o núcleo benzopirano na forma de monômeros ou incorporado em 

outras estruturas, como xantonas, benzofenonas e derivados acilfloroglucinol 

diméricos (Ferraz et al., 2002; Nor et al., 2004; von Poser, Rech e Rates, 2006; Nor 

et al., 2008; Barros et al., 2011; Ccana-Ccapatinta et al., 2013). Nosso grupo tem 

demonstrado que derivados acilfloroglucinol diméricos e monômeros de benzopirano 

apresentam atividade no sistema nervoso central e representam um padrão 

molecular promissor para o desenvolvimento de fármacos com ação antidepressiva 
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e analgésica (Viana et al., 2005; Viana et al., 2006; Viana, 2007; Haas et al., 2010; 

Stolz, 2011; Stein, 2012; Stein et al., 2012; Stolz et al., 2012).  

A uliginosina B (Fig. 1) é um derivado acilfloroglucinol dimérico descrito em 19 

espécies de Hypericum sul-americanas (Ferraz et al., 2002; Nor et al., 2004; Nor et 

al., 2008; Barros et al., 2013; Ccana-Ccapatinta et al., 2013).   

 

Figura 1. Uliginosina B com núcleo benzopirano incorporado (cinza escuro). 

 

Estudos pré-clínicos demonstraram que a uliginosina B apresenta efeito do 

tipo antidepressivo, prevenido pelo pré-tratamento com antagonistas de receptores 

dopaminérgicos (D1/3/5 e D2/4) e noradrenérgicos (α1 e α2), bem como por um inibidor 

da síntese de serotonina. No entanto, ensaios de radioligação mostraram que a 

uliginosina B não ativa a proteína G acoplada aos receptores monoaminérgicos, 

indicando que o efeito observado não se deve a uma ligação direta da uliginosina B 

a estes receptores (Viana, 2007). O efeito observado parece ser consequência da do 

aumento na disponibilidade de monoaminas na fenda sináptica (dopamina > 

serotonina > noradrenalina). Sabe-se que a inibição da recaptação realizada pela 

uliginosina B envolve um mecanismo distinto dos antidepressivos convencionais, 

uma vez que a uliginosina B não se liga no sítio monoaminérgico dos 

transportadores responsáveis pela recaptação destes neurotransmissores (Stein et 

al., 2012). A importância da neurotransmissão monoaminérgica para o efeito do tipo 

antidepressivo descrito para a uliginosina B foi confirmada em um estudo de 

associação com antidepressivos que apresentam mecanismos de ação distintos, 

onde as combinações de doses não efetivas produziram efeito do tipo antidepressivo 

(Stein et al., 2012). Resultados prévios indicam ainda que a uliginosina B altera o 
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gradiente iônico de sódio, podendo contribuir para o efeito monoaminérgico (Stein, 

2012). 

A uliginosina B também apresenta efeito antinociceptivo em doses que não 

alteram a coordenação motora dos camundongos. Porém, em doses elevadas foi 

observado prejuízo motor (efeito atáxico). O efeito antinociceptivo depende da 

ativação de receptores opioides e dopaminérgicos da família D2, enquanto o efeito 

atáxico é mediado tanto por receptores opioides como por receptores 

dopaminérgicos das famílias D1 e D2. Ensaios de radioligação demonstram que a 

uliginosina B não liga, nem ativa receptores opioides e dopaminérgicos (Viana, 2007; 

Stolz, 2011; Stolz et al., 2012), o que permite supor que os efeitos descritos para a 

uliginosina B estão associados à inibição da recaptação de dopamina, conforme 

descrito por Stein e colaboradores (2012), com consequente ativação de receptores 

dopaminérgicos e estimulação indireta do sistema opioide, através de vias como o 

circuito dependência/recompensa (Stolz et al., 2012). 
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Objetivo geral 

 

O objetivo deste trabalho foi aprofundar o conhecimento sobre o mecanismo 

de ação antinociceptiva da uliginosina B frente a neurotransmissão monoaminérgica, 

glutamatérgica e purinérgica.   

 

Objetivos específicos 

 

- investigar o efeito da uliginosina B sobre os níveis extracelulares de dopamina e 

metabólitos em estriado de ratos conscientes, através de ensaio de microdiálise 

cerebral; 

- avaliar o envolvimento das vias serotoninérgicas, noradrenérgicas e 

glutamatérgicas no efeito antinociceptivo e atáxico da uliginosina B, utilizando 

manipulação farmacológica destes sistemas neurotransmissores; 

- avaliar, através da análise isobolar, o tipo de interação que ocorre entre uliginosina 

B e morfina, amitriptilina e clonidina – fármacos utilizados no tratamento da dor na 

clínica; 

- investigar o envolvimento das vias purinérgicas no efeito antinociceptivo da 

uliginosina B, bem como, avaliar seu efeito sobre a atividade das enzimas Na+, K+-

ATPase, nucleosídeo trifosfato difosfoidrolases (NTPDases) e ecto-5’-nucleotidase; 

Cada um dos quatro itens acima foi abordado em um dos capítulos que 

integra esta tese. 
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Definições e conceitos gerais 

 

A dor é conceituada pela Associação Internacional de Estudos da Dor 

(International Association for the Study of Pain – IASP) como uma “experiência 

sensorial e emocional desagradável, associada a lesões reais ou potenciais ou 

descrita em termos de tais lesões”. Este conceito abrange a natureza multifatorial da 

dor. Seu propósito inicial é alertar sobre estímulos potenciais ou eminentes que 

levam à lesão tecidual, permitindo adoção de mecanismos de defesa ou fuga (Millan, 

1999; Fishman, Ballantyne e Rathmell, 2009). 

A resposta dolorosa apresenta dois componentes essenciais, o emocional e à 

sensação dolorosa (nocicepção). O componente emocional é subjetivo; corresponde 

à interpretação afetiva da dor, tem caráter individual e é influenciado por estados ou 

traços psicológicos, experiências prévias e outros fatores, como sociais, culturais e 

ambientais (Millan, 1999; Fishman, Ballantyne e Rathmell, 2009). A nocicepção (do 

latim noci significa dano, lesão) é a manifestação fisiológica e neuroquímica gerada 

pelo estímulo nocivo através da ativação de fibras aferentes primárias. Compreende 

a transmissão e processamento da informação dolorosa (Millan, 1999). Nos modelos 

animais, a dor é avaliada de forma indireta, através de respostas comportamentais, 

mensura-se a nocicepção (Millan, 1999; Fishman, Ballantyne e Rathmell, 2009). 

 

Transmissão e modulação do estímulo nociceptivo 

 

A circuitaria envolvida no processo de transmissão e modulação das vias 

nociceptivas, envolve inúmeras substâncias mediadoras ao longo do sítio de lesão, 

medula espinhal e sistema nervoso central, bem como vias distintas, o que torna o 
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fenômeno bastante complexo. A literatura apresenta boas revisões deste processo 

(Millan, 1999; 2002; Bear, 2008; Fishman, Ballantyne e Rathmell, 2009; Purves, 

2010). 

A informação nociceptiva é iniciada pela ativação de terminações nervosas 

livres, denominadas nociceptores. Estas terminações estão amplamente distribuídas 

no corpo, incluindo pele, músculo, vísceras e articulações (Bear, 2008; Fishman, 

Ballantyne e Rathmell, 2009; Purves, 2010). As fibras podem ser sensibilizadas por 

estímulos exógenos (mecânico, químico, físico, biológico) ou endógenos 

(inflamação, isquemia encefálica, outros). Estas levam à despolarização da 

membrana neuronal, provocam abertura dos canais iônicos de sódio e cálcio e 

redução do influxo de potássio e cloro para o meio intracelular. A informação 

nociceptiva é conduzida por vias sensoriais aferentes ao nível talâmico sendo 

processada em regiões encefálicas (Ferreira e Torres, 2004; Fishman, Ballantyne e 

Rathmell, 2009). As fibras nociceptivas aferentes primárias liberam mediadores 

químicos (como neurotransmissores e neuropeptídeos – glutamato e adenosina, por 

exemplo) para comunicar-se com neurônios secundários, que compõem as vias 

nociceptivas ascendentes (Millan, 1999; Almeida, Roizenblatt e Tufik, 2004; 

Fishman, Ballantyne e Rathmell, 2009). 

A principal via ascendente de condução do impulso doloroso é o trato 

espinotalâmico. As fibras aferentes primárias da lâmina I, II e V do corno dorsal se 

projetam para o lado contralateral da medula espinhal ao nível da comissura 

anterior, ascendem à substância branca ântero-lateral e chegam ao tálamo. A via 

espinotalâmica a partir do tálamo é subdividida em neoespinotalâmica e 

paleoespinotalâmica. A via neoespinotalâmica apresenta poucas estações 

sinápticas. Ela projeta neurônios terciários do núcleo ventral póstero-lateral do 
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tálamo para o córtex somatossensorial, onde ocorre a percepção da dor; é 

responsável pelos aspectos sensoriais e discriminativos da dor, tais como percepção 

da qualidade da dor (ardor, queimação), intensidade, localização e duração 

(Almeida, Roizenblatt e Tufik, 2004; Bear, 2008). A via paleoespinotalâmica projeta 

neurônios difusamente do tálamo medial para o córtex e algumas fibras atingem o 

sistema límbico (hipotálamo, amigdala, globo pálido ventral, estriado lateral). Está 

relacionada ao componente afetivo-emocional da dor, responsável pelas respostas 

de fuga, alerta, emocional, neurovegetativo, somático e endócrino (Almeida, 

Roizenblatt e Tufik, 2004; Bear, 2008; Fishman, Ballantyne e Rathmell, 2009). 

Há outras vias ascendentes de transmissão da informação nociceptiva: 

espinorreticular, espinomesencefálica, cervicotalâmica e espinohipotalâmica. A via 

espinorreticular é formada por neurônios das lâminas VII e VIII, que ascendem ao 

tálamo, sem cruzar obrigatoriamente a linha média, passando pela formação 

reticular bulbar e pontina. Envia projeções do tálamo para o córtex associativo e 

para o córtex somatossensorial. A via espinomesencefálica contribui com o aspecto 

emocional da dor. Neurônios das lâminas I e V cruzam a linha média até o funículo 

lateral dorsal com maior frequência do que o quadrante antero-lateral da medula 

espinhal. Enviam projeções para a formação reticular mesencefálica, substância 

cinzenta periaquedutal e finalmente chegam à amigdala (principal componente do 

sistema límbico), através do trato espinoparabraquial. A via cervicotalâmica é 

constituída por neurônios do núcleo cervical lateral (substância branca lateral da 

medula) e recebe aferências das lâminas III e IV da medula espinhal. Ascendem: (1) 

pelo leminisco medial do tronco encefálico para núcleos mesencefálico e talâmicos, 

ventro-posterior lateral e póstero-medial; (2) pela coluna dorsal para núcleos 

cuneiforme e grácil do bulbo. A via espino-hipotalâmica é formada por neurônios das 
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lâminas I, V e VIII da medula espinhal. Projetam-se a centros supra-espinhais de 

controle autonômico e ativam respostas endócrinas e cardiovasculares complexas 

(Almeida, Roizenblatt e Tufik, 2004; Fishman, Ballantyne e Rathmell, 2009). 

Os circuitos modulatórios, denominados vias descendentes, regulam a 

transmissão nociceptiva principalmente no sistema nervoso central e na medula 

espinhal. De maneira geral, a substância cinzenta periaquedutal envia aferências 

excitatórias ao núcleo magno da rafe e ao núcleo reticular magnocelular, estes 

projetam eferências através do funículo dorsolateral e controlam o impulso 

nociceptivo na lâmina II do corno dorsal da medula espinhal, através de fibras 

serotoninérgicas e noradrenérgicas. As fibras Aδ e C inibidas na camada gelatinosa 

da medula espinhal projetam-se a níveis supra-espinhais e, indiretamente, ao núcleo 

reticular gigantocelular e ativam este sistema de inibição descendente, formando 

uma alça de retroalimentação negativa (Basbaum e Fields, 1978; 1984; Fields e 

Basbaum, 1978;  Willis e Westlund, 1997; Prado e Faganello, 2000; Millan, 2002; 

Fishman, Ballantyne e Rathmell, 2009). 

O estimulo nociceptivo é modulado por substâncias como neurotransmissores 

e neuropeptídeos, que ativam interneurônios responsáveis por inibir o terminal pós-

sináptico das fibras ascendentes, modulando a transmissão dolorosa (Basbaum e 

Fields, 1984; Millan, 2002; Fishman, Ballantyne e Rathmell, 2009). A adenosina e o 

ATP são alguns exemplos. Ambos podem desempenhar ação antinociceptiva na 

medula espinhal e encéfalo, interagindo principalmente com as vias inibitórias 

descendentes (Sawynok e Sweeney, 1989; Sollevi, 1997; Sawynok, 1998; Sawynok, 

Reid e Poon, 1998; Burnstock, 2001; Millan, 2002; Sawynok e Liu, 2003; Burnstock, 

2006b; c; d; e). O ATP extracelular é a principal fonte de adenosina neste meio 

(Dunwiddie, Diao e Proctor, 1997; Haskó e Cronstein, 2004). Diversos estudos 
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demonstram que o ATP é coliberado com dopamina, serotonina, noradrenalina, 

glutamato, acetilcolina, GABA, glicina e uma série de outros mediadores pró e anti-

inflamatórios tanto no sistema nervoso central como periférico, estas vias são 

responsáveis pela disponibilidade de ATP e consequentemente adenosina no meio 

extracelular e contribuem para a interação entre o sistema purinérgico e estes 

neurotransmissores (Sneddon e Burnstock, 1984; Sperlágh et al., 1998; Burnstock, 

1999; Poelchen et al., 2001; Burnstock, 2004; 2006d; e; a; 2009; Kanno, Yaguchi e 

Nishizaki, 2010; Burnstock, Fredholm e Verkhratsky, 2011). Cunha (2001) revisa 

estudos demonstrando que a ativação de receptores A1 e A2A esta associada a 

liberação de acetilcolina, noradrenalina, glutamato e serotonina em diferentes 

regiões encefálicas, bem como esta associada a presença de dopamina e 

serotonina. 

 

Tratamentos para dor e perspectivas 

 

Os tratamentos disponíveis para dor incluem analgésicos opioides, não 

opioides (ex. anti-inflamatório não esteroide – AINE) e adjuvantes (ex. 

antidepressivos tricíclicos e anticonvulsivantes). A escolha do tratamento é baseada 

principalmente no quadro clínico do paciente.  

Nos casos de dor aguda, ligeira à moderada, o agente farmacológico de 

escolha é o acetaminofeno (paracetamol), ácido acetilsalicílico ou um AINE. O 

tratamento depende basicamente do tipo de dor e dos fatores de risco do paciente, 

visto que AINES possuem importantes efeitos adversos, tais como gastrointestinais, 

renovascular e cardiovascular (Blondell, Azadfard e Wisniewski, 2013). Se esta 
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opção de tratamento for ineficaz ou insuficiente pode-se considerar o uso de 

combinações de acetaminofeno com opioides ou uso exclusivo de opioides (Wu e 

Raja, 2011; Blondell, Azadfard e Wisniewski, 2013). Nos quadros de dor aguda 

grave, utiliza-se opioides potentes como primeira escolha (Blondell, Azadfard e 

Wisniewski, 2013). 

Na dor crônica, a escolha do tratamento adequado é um pouco mais 

complicada. Idealmente a dor crônica não oncológica é medicada com adjuvantes 

analgésicos (Chou et al., 2009; Furlan et al., 2010). Para a dor neuropática, por 

exemplo, existem estudos que consideram revisões sistemáticas, ensaios clínicos 

randomizados e diretrizes institucionais (Dworkin et al., 2007; Moulin et al., 2007). 

Estes recomendam tratamentos baseados na eficácia analgésica, segurança, 

facilidade de uso, experiência clínica dos autores e relação custo-benefício. Estes 

estudos sugerem o uso de antidepressivos tricíclicos (amitriptilina, imipramina, 

nortriptilina) e ligantes de canais de cálcio α2-δ (gabapentina e pregabalina) como 

farmacoterapia de primeira escolha. Entre os principais efeitos adversos descritos 

estão os efeitos anticolinérgicos (confusão, hipotensão, boca seca, constipação, 

retenção urinária e arritmia) e sonolência relatados para os antidepressivos 

tricíclicos e sonolência, tontura, edema periférico e visão turva para os ligantes de 

canais de cálcio. Como agentes alternativos são indicados lidocaína tópica e 

inibidores da recaptação de serotonina e noradrenalina (venlafaxina, duloxetina), 

seguidos por analgésicos opioides (morfina e tramadol), e como última escolha 

canabinoides, outros opioides (metadona), anticonvulsivantes (lamotrigina, 

topiramato e ácido valproico), outros antidepressivos e antagonistas dos receptores 

N-metil-D-aspartato (NMDA). Os efeitos adversos para estes fármacos foram 

sumarizados por Moulin e colaboradores (2007).  
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Contudo, na clínica, casos de dor crônica, associados ou não ao câncer, são 

tratados com terapia opioide (Trescot et al., 2008; Chou et al., 2009; Noble et al., 

2010; Lee, Wanigasekera e Tracey, 2013). Há consenso geral entre os médicos que 

os opioides são benéficos na gestão da dor persistente, inclusive a não oncológica, 

embora neste caso prevaleça a escassez de comprovação científica (Chou et al., 

2009; The-British-Pain-Society, 2010; Kahan, Mailis-Gagnon e Tunks, 2011; Kahan, 

Mailis-Gagnon, et al., 2011; Kahan, Wilson, et al., 2011; Dahan et al., 2013).  

Seguramente, entre todos os tratamentos disponíveis, os opioides são os 

mais utilizados e os que apresentam maior diversidade e incidência de efeitos 

adversos. Estimativas apontam que 80% dos pacientes apresentam pelo menos um 

efeito adverso (The-British-Pain-Society, 2010). Uma revisão sistemática e meta-

análise baseada em 35 estudos clínicos apontou que os efeitos adversos mais 

frequentes no uso de qualquer opioide oral são boca seca em 25% dos pacientes, 

náusea em 21% e prisão de ventre em 15%, provocando uma taxa de 22% de 

abandono do tratamento (Moore e Mcquay, 2005). Outros efeitos incluem 

sonolência, prurido, tonturas e vômitos no inicio do tratamento, sendo que o prurido 

e a constipação tendem a persistir. Entre os efeitos adversos mais graves estão a 

depressão respiratória, tolerância e dependência, comuns em casos de dor 

persistente e uso contínuo (The-British-Pain-Society, 2010). Talvez a maior 

preocupação no uso de opioides é referente às taxas crescentes de mortalidade por 

overdose, relatados em diversos países, incluindo Estados Unidos e Canadá (Okie, 

2010; Kahan, Mailis-Gagnon e Tunks, 2011; Kahan, Mailis-Gagnon, et al., 2011; 

Kahan, Wilson, et al., 2011; Dahan et al., 2013). 

Somado a este contexto que aponta alta incidência de efeitos adversos para 

todos os tratamentos de quadros dolorosos, dados da literatura mostram que pelo 
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menos 30% dos pacientes com dor moderada à severa relatam alívio inadequado da 

dor, ou seja, sofrem de dor diariamente, muitas vezes por um período superior a 

cinco anos, mesmo usando analgésicos cotidianamente (Roper et al., 1999; 

Fundação e Grünenthal, 2008). Assim, pode-se inferir que o maior desafio no 

tratamento da dor parece ser o desenvolvimento de terapias com maior eficácia, 

tolerabilidade e segurança, associadas a um índice reduzido de efeitos adversos.  

Nas últimas três décadas foram introduzidos 17 novos analgésicos (Cragg et 

al., 2012; Newman e Cragg, 2012), sendo 3 destes desenvolvidos a partir de 

produtos naturais. Contudo, o tratamento continua dependente de modalidades 

terapêuticas que apresentam eficácia limitada e/ou efeitos adversos importantes. Na 

ausência de novas terapias, uma alternativa frequentemente adotada para melhorar 

a eficácia e/ou reduzir efeitos adversos é combinar agentes analgésicos com 

mecanismos de ação distintos em condições dolorosas complexas (Smith, H. S., 

2008; Smith, M. T., 2008; Miranda et al., 2013). A administração simultânea de duas 

ou mais substâncias para a mesma finalidade é comum em ambientes clínicos. 

Entretanto, o benefício resultante de tal combinação é incerto; em tese, as chances 

de ampliar o efeito farmacológico são as mesmas de ampliar os efeitos adversos, 

toxicológicos e a letalidade, o que dificulta esta prática, mas incentiva o 

desenvolvimento de estudos pré-clínicos (Tallarida, 2001). 

 

Espécies vegetais e seus constituintes como agentes terapêuticos no 
tratamento da dor 

 

Na busca por novos agentes terapêuticos é reconhecida a grande diversidade 

química oferecida pelos produtos naturais. Muitos exemplos de fármacos, 
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amplamente empregados na terapêutica, são obtidos de fontes naturais (Rates, 

2001), especialmente analgésicos e anti-inflamatórios. O alcaloide morfina, um 

potente analgésico opioide, foi isolado de Papaver somniferum L.. O precursor do 

ácido acetilsalicílico (analgésico não-esteroide), a salicilina, foi isolado de Salix alba. 

A colchicina, isolada de Colchicum autumnale L., é amplamente utilizada no 

tratamento de processos inflamatórios e artrite gotosa (Brunton et al., 2007). 

Recentemente, o uso de uma combinação de canabidiol e delta-9-tetra-

hidrocanabidiol, obtidos de Cannabis sativa, foi liberada em alguns países, com a 

finalidade analgésica (Russo, 2008; Pharmaceuticals, 2014). 

Espécies de Hypericum têm sido utilizadas na medicina popular para tratar 

condições dolorosas e inflamatórias (Noelli, 1996; Mentz, Lutzemberger e Schemkel, 

1997; Arsić et al., 2011; Dikmen et al., 2011; Polat e Satıl, 2012). Estudos pré-

clínicos confirmam o uso descrito na medicina tradicional, para as espécies de 

Hypericum. Há um depósito de patente para o uso de H. gentianoides como anti-

inflamatório (Hillwig e Ames, 2010). Outras espécies, tais como H. brasiliense, H. 

calycinum, H. canariense, H. caprifoliatum, H. cordatum, H. empetrifolium, H. 

glandulosum, H. grandifolium, H. origanifolium, H. perforatum, H. polyanthemum, H. 

reflexum e H. triquefolium apresentaram atividade antinociceptiva e/ou anti-

inflamatória em ensaios pré-clínicos (Oztürk et al., 1996; Apaydin et al., 1999; 

Trovato et al., 2001; Rieli Mendes, Mattei e De Araújo Carlini, 2002; Viana et al., 

2003; Bukhari, Dar e Khan, 2004; Rabanal et al., 2005; Perazzo et al., 2008; 

Bonkanka, Sánchez-Mateo e Rabanal, 2011; Yaşar et al., 2013). 

A atividade antinociceptiva para H. perforatum parece ser uma das mais bem 

investigadas, apresentando efeito no teste do reflexo de retirada da cauda, no teste 

das contorções abdominais induzidas por ácido acético, na placa aquecida e em 
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modelos de dor neuropática (Oztürk et al., 1996; Gambarana et al., 1999; Kumar, 

Singh e Bhattacharya, 2001; Bukhari, Dar e Khan, 2004; Abdel-Salam, 2005; Galeotti 

et al., 2010a; 2010b; 2013a; 2013b; 2013c; 2014a, 2014b). Formulações contendo 

H. perforatum também têm sido testadas (Hatanaka et al., 2011). Os dados 

disponíveis indicam que a ativação da via opioide parece ser importante para o 

efeito antinociceptivo, embora um estudo apresente resultados contrários (Subhan et 

al., 2007; Uchida et al., 2008; Galeotti et al., 2010a). Além da atividade 

antinociceptiva também foi relatada atividade anti-inflamatória para H. perforatum 

(Tedeschi et al., 2003; Abdel-Salam, 2005; Hammer et al., 2007; 2008; 2010; Birt et 

al., 2009; Hammer e Birt, 2014).  

A hiperforina, um derivado acilfloroglucinol monomérico de H. perforatum, 

apresenta efeito antinociceptivo nos testes da placa aquecida e de contorções 

abdominais induzidas por ácido acético. Este efeito parece depender da ativação do 

sistema opioide (Galeotti et al., 2010a). Gobbi e Mennini (2001) mostraram, em 

ensaios in vitro, que a hiperforina e análogos não se ligam a receptores do tipo σ 

(Cervo et al., 2005). Além disto, ensaios in vitro demonstraram que a hiperforina 

bloqueia canais de sódio e inibe receptores dependentes de ATP envolvidos na 

transdução do estímulo de dor (Krishtal et al., 2001).  

Sabe-se ainda que a hiperforina inibe a recaptação sinaptossomal de 

monoaminas, glutamato e ácido gama-aminobutírico (GABA) (Chatterjee et al., 

1998a; Chatterjee et al., 1998b; Müller et al., 1998; Chatterjee et al., 1999; 

Wonnemann, Singer e Muller, 2000; Gobbi et al., 2001) com eficácia semelhante 

(Müller, 2003). O mecanismo multirreceptor parece envolver mudanças adaptativas 

nos receptores (Beerhues, 2006), geradas pela ativação de canais iônicos não-

seletivos (Marsh e Davies, 2002; Treiber et al., 2005), os quais alteram as 
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concentrações intracelulares dos íons sódio, potássio e cálcio (Singer, Wonnemann 

e Muller, 1999; Fisunov et al., 2000). Estas mudanças na homeostase afetam a 

sinalização via proteína G acoplada aos receptores metabotrópicos envolvidos no 

efeito antidepressivo da hiperforina e, possivelmente, através da ativação destas 

mesmas vias, modulam a transmissão nociceptiva (Feisst e Werz, 2004). 

Atividade anti-inflamatória também foi relatada para a hiperforina (Schempp, 

Hezel e Simon, 2003; Hammer e Birt, 2014). Este acilfloroglucinol parece atuar 

modulando linfócitos T (Schempp et al., 2000), cicloxigenase-1, lipoxigenase-5 

(Albert et al., 2002), interleucina-8 (Zhou et al., 2004) e outros fatores pró-

inflamatórios (Medina et al., 2006). As atividades fotoprotetora e anti-inflamatória 

tópica de hiperforina parecem estar associadas a captação de radicais livres (Meinke 

et al., 2012). 

Espécies de Hypericum sul-americanas, bem como compostos isolados 

destas, apresentam atividade antinociceptiva em estudos pré-clínicos: H. 

caprifoliatum, H. polyanthemum e o benzopirano HP1 tem efeito dependente da 

ativação de vias opioides (Viana et al., 2003; Haas et al., 2010); hiperbrasilol B 

(derivado acilfloroglucinol dimérico) ainda não teve seu mecanismo de ação 

investigado (Sakamoto, 2012); uliginosina B (derivado acilfloroglucinol dimérico) tem 

efeito dependente da ativação de receptores opioides e dopaminérgicos da família 

D2 (Stolz et al., 2012). Além disto, tem um depósito de patente para uso em 

disfunções dopaminérgicas que envolvem o sistema nervoso central  (Rates et al., 

2010). 

O conjunto de evidências levantadas embasa e corrobora para a continuidade 

dos estudos envolvendo espécies de Hypericum, bem como seus compostos 
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isolados, como alternativas ou protótipos para o desenvolvimento de novos 

antidepressivos e analgésicos. 
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CAPÍTULO I 

Estudo do efeito da uliginosina B sobre os níveis de 

dopamina e seus metabólitos em estriado de ratos 

conscientes 
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Introdução 

  

 A uliginosina B é um derivado acilfloroglucinol descrito em aproximadamente 

20 espécies de Hypericum nativas da América do Sul (Ccana-Ccapatinta et al., 

2013), dentre elas H. caprifoliatum, que contém outros compostos estruturalmente 

relacionados, como hiperbrasilol B e japonicina A (Barros et al., 2013). Estudos 

demonstraram que o extrato de H. caprifoliatum produz efeito do tipo antidepressivo 

e antinociceptivo em roedores (Viana et al., 2003; Viana et al., 2005; Viana et al., 

2006). O efeito do tipo antidepressivo depende, in vivo, da ativação de vias 

monoaminérgicas, especialmente dopaminérgica. Os efeitos atribuídos ao extrato de 

H. caprifoliatum parecem ser, pelo menos em parte, consequência do aumento da 

disponibilidade de monoaminas na fenda sináptica, demonstrado em ensaios in vitro 

(Viana et al., 2005; Viana et al., 2006).  

Ensaios de microdiálise cerebral demonstraram que o tratamento com extrato 

de H. caprifoliatum 270 mg/kg, v.o. (dose ativa em modelos animais de nocicepção e 

preditivo de atividade antidepressiva) não altera (mas apresenta tendência em 

aumentar) os níveis extracelulares de dopamina, ácido 3,4-di-hidroxifenilacético 

(DOPAC) e ácido homovanílico (HVA) no núcleo accumbens de ratos (Munari, 2006; 

Viana et al., 2006). A partir do conjunto de dados apresentados para H. caprifoliatum 

uma série de hipóteses foram levantadas por Munari (2006): (i) o extrato poderia 

alterar os níveis extracelulares de dopamina em estruturas específicas, como 

estriado ou córtex pré-frontal; (ii) a dose administrada de extrato não foi capaz de 

atingir as concentrações mínimas efetivas para alterar os níveis de monoaminas, 

determinadas em ensaios in vitro; (iii) o extrato de H. caprifoliatum poderia atuar de 
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maneira semelhante ao descrito para a bupropiona (antidepressivo), que não altera 

os níveis monoaminérgicos extracelulares no tratamento agudo. 

 A uliginosina B, assim como o extrato de H. caprifoliatum, também reduz o 

tempo de imobilidade no teste da natação forçada e aumenta o tempo de latência no 

teste da placa aquecida, modelos animais preditivos de efeitos antidepressivo e 

analgésico, respectivamente (Stein et al., 2012; Stolz et al., 2012). O efeito 

antinociceptivo depende da ativação de vias opioides e dopaminérgicas e a atividade 

do tipo antidepressiva envolve a neurotransmissão monoaminérgica (Stein et al., 

2012; Stolz et al., 2012). Entretanto, a uliginosina B não se liga a receptores opioides 

e monoaminérgicos (Viana, 2007; Stolz et al., 2012), assim, seus efeitos têm sido 

atribuídos à inibição da recaptação sinaptossomal de monoaminas (com maior 

potência para dopamina > noradrenalina > serotonina), sem se ligar aos 

transportadores no sítio de ligação dos monoaminas (Stein et al., 2012). No entanto, 

até o momento nenhum estudo investigou se este aumento ocorre in vivo.  

Com base neste cenário, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do 

tratamento agudo com uliginosina B (30 mg/kg, i.p.) sobre o conteúdo extracelular de 

dopamina – o neurotransmissor que apresentou maior aumento de disponibilidade 

em ensaios in vitro (Stein et al., 2012). Os níveis extracelulares de dopamina (DA) e 

seus metabólitos – ácido 3,4-di-hidroxifenilacético (DOPAC), ácido homovanílico 

(HVA) e 3-metoxitiramina (3-MT) – foram avaliados em estriado de ratos através da 

técnica de microdiálise cerebral em animais acordados. Os níveis extracelulares do 

ácido 5-hidroxindolacético (5-HIAA), um metabólito da serotonina, também foram 

investigados, visto que o estriado também recebe projeções serotoninérgicas. 
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Revisão de literatura 

 

Aspectos anatômicos e neuroquímicos do estriado 

 

 O estriado ou corpo estriado é uma região formada pelo globo pálido (ventral 

e dorsal) e pela cápsula interna (substância branca). A substância branca é dividida 

em núcleo caudado e putâmen. Por vezes é utilizado o termo núcleo lentiforme para 

se referir ao putâmen e globo pálido. A partir do final do século XX, a literatura 

passou a considerar a substância inominada, o núcleo accubems e o tubérculo 

olfatório como parte do corpo estriado, denominando esta porção de estriado ventral 

e a porção que constitui o “antigo” estriado foi denominada estriado dorsal (Haines, 

1997). 

O estriado apresenta projeções serotoninérgicas e dopaminérgicas. O feixe 

serotoninérgico inicia no núcleo dorsal da Rafe e envia projeções para o estriado 

(caudado-putâmen e estriado ventral), enquanto o feixe dopaminérgico compreende 

a via nigro-estriatal (Sthal, 2008). Esta última está envolvida na modulação inibitória 

da nocicepção, juntamente com as vias mesocortical e mesolimbica (revisado 

por(Millan, 2002).  

Estudos têm demonstrado que a neurotransmissão serotoninérgica altera o 

turnover da dopamina e que o oposto também ocorre em diferentes regiões 

encefálicas, incluindo o estriado (Waldmeier e Delini-Stula, 1979; Agren et al., 1986; 

Sivam, 1995; De Deurwaerdère, Stinus e Spampinato, 1998). Além disto, alguns 

autores têm proposto a quantificação destes neurotransmissores e, principalmente 

de seus metabólitos (especialmente HVA e 5-HIAA), em distúrbios psiquiátricos, 

esquizofrenia, depressão e agressividade. Entretanto, estas relações ainda não 

estão bem estabelecidas (Brown et al., 1979; Banki, Molnar e Fekete, 1981; Banki, 

Molnar e Vojnik, 1981; Banki, Vojnik e Molnar, 1981; Geracioti et al., 1998). 
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Monoaminas na farmacologia da dor 

 

 Millan (2002) revisa extensamente as vias envolvidas na modulação 

facilitatória e inibitória da transmissão nociceptiva e destaca o papel das vias 

monoaminérgicas, especialmente das vias inibitórias serotoninérgicas e 

noradrenérgicas, as mais bem investigadas e descritas na literatura clássica. 

Entretanto, o envolvimento da neurotransmissão dopaminérgica também tem sido 

proposto, sendo que parte destes achados envolve o estriado, sobretudo o ventral 

(Millan, 2002; Hagelberg et al., 2004; Scott et al., 2006; Wood, 2008; Barceló, 

Filippini e Pazo, 2012; Villemure, Laferrière e Bushnell, 2012; Zengin-Toktas et al., 

2013; Taylor et al., 2014). 

 Evidências clínicas e estudos pré-clínicos demonstram a importância de vias 

monoaminérgicas na farmacoterapia da dor. A morfina, o principal analgésico 

disponível, apresenta mecanismo de ação opioide, contudo, trabalhos têm relatado 

que vias monoaminérgicas podem contribuir para o efeito (Bianchi et al., 1985; Tao e 

Auerbach, 1994a; b). O mesmo ocorre com outros analgésicos, como tramadol e 

tapentadol (Giusti et al., 1997; Bloms-Funke et al., 2011; Afilalo e Morlion, 2013).  

Outros exemplos de fármacos utilizados na clínica para o tratamento de quadros 

dolorosos, sobretudo de dor neuropática, incluem os antidepressivos que exercem 

ação por inibir a recaptação de uma ou mais monoaminas (Brunton et al., 2007; 

Sthal, 2008; Fishman, Ballantyne e Rathmell, 2009).  

 Estudos pré-clínicos também têm investigado moléculas ou combinações de 

substâncias com ação monoaminérgica em modelos animais de nocicepção. Um 

exemplo é o estudo de Hypericum perforatum; Galeotti e colaboradores (2010; 2010; 

2013a; b; 2014) mostraram que o extrato de H. perforatum produz efeito 

antinociceptivo em roedores submetidos a modelos de dor central e periférica, bem 

como modelos de enxaqueca e neuropatia diabética. H. perforatum é um 

fitomedicamento utilizado no tratamento de depressão leve a moderada que inibe a 

recaptação de monoaminas e outros neurotransmissores (dados revisados por Linde 

e colaboradores (2008; 2009; Russo et al., 2014). As alterações nos níveis de 

monoaminas, especialmente dopamina, foram evidenciadas em estudos de 

microdiálise cerebral, realizados em diferentes estruturas (Di Matteo et al., 2000; 
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Rommelspacher, Siemanowitz e Mannel, 2001; Yoshitake et al., 2004). Estudos 

conduzidos com seu principal derivado floroglucinol, hiperforina, indicam o 

mecanismo de ação monoaminérgico semelhante ao descrito para H. perforatum 

(Linde, 2009). 

 

A microdiálise encefálica como técnicas para detecção de monoaminas 

  

A técnica de microdiálise é utilizada há cerca de 50 anos (Englander e Crowe, 

1965; Delgado et al., 1972; Ungerstedt e Pycock, 1974). Esta técnica pode ser 

aplicada em qualquer tecido que possibilite a implantação cirúrgica de uma sonda de 

microdiálise. Seu princípio básico é mimetizar um capilar sanguíneo, atuando 

através de difusão passiva. De maneira geral o experimento depende da 

implantação de uma sonda, que é constantemente perfundida por uma solução – o 

mais semelhante possível do líquido intersticial do tecido a ser analisado – 

permitindo a difusão de moléculas endógenas e exógenas do meio intersticial para o 

fluido perfundido, devido ao gradiente de concentração formado; posteriormente o 

líquido resultante da perfusão deve ser analisado quimicamente para determinar os 

níveis da(s) substância(s) perfundida(s). Esta técnica permite a coleta (para posterior 

análise) de qualquer molécula que possa ser difundida pelos poros da sonda de 

diálise.  

A microdialise não é a única técnica disponível para determinar a 

concentração intersticial de neurotransmissores, mas é uma das principais (Bourne, 

2003). Segundo Plock and Kloft (2005) algumas das vantagens da técnica de 

microdialise é que esta permite a implantação de uma ou mais sondas para analisar 

o analito em sítios específicos; mantém os fluidos biológicos; permite a coleta de 

diversas amostras em um período de tempo; os animais permanecem acordados 

durante todo o experimento; o dialisado fica livre de proteínas, facilitando a etapa de 

análise. Entre as principais limitações estão o risco de trauma e lesão tecidual, bem 

como alterações na barreira hematoencefálica; o tamanho da partícula do analito 

deve ser compatível com o poro da sonda; a necessidade de validar um método 

analítico. 
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Materiais e Métodos 

 

Isolamento da uliginosina B 

 

As partes aéreas de Hypericum polyanthemum Klotzsch ex Reichardt 

(Hypericaceae) foram coletadas em Caçapava do Sul – Rio Grande do Sul, no 

período de floração (outubro de 2009). A coleta foi autorizada pelo Conselho de 

Gestão do Patrimônio Genético/Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos 

Naturais Renováveis – CGEN/IBAMA (número: 003/2008, protocolo: 

02000.001717/2008-60). O material vegetal foi identificado pelo botânico Dr. Sérgio 

Bordignon (UNILASALLE, Brasil) e a exsicata foi depositada no Herbário do 

Departamento de Botânica do Instituto de Biociências da Universidade Federal do 

Rio Grande do Sul sob registro ICN H. polyanthemum, Bordignon et al. 175915. 

As partes aéreas secas e trituradas de H. polyanthemum foram submetidas à 

maceração estática com n-hexano, relação planta:solvente – 1:10 (p/v). A cada 48 h 

o macerado foi filtrado e concentrado em evaporador rotatório, a pressão reduzida e 

em temperatura inferior a 45 ºC, até o esgotamento da planta (Stein et al., 2012). Por 

fim, o extrato foi solubilizado em acetona, filtrado para remoção de ceras 

epicuticulares, concentrado em evaporador rotatório e armazenado a 4 ºC até o uso. 

O extrato foi submetido a uma coluna cromatográfica para a obtenção de 

frações enriquecidas em uliginosina B, utilizando como fase estacionária sílica gel 60 

(0,063 – 0,200 mesh, Merck, Darmstadt, Germany) e fase móvel gradiente n-

hexano:diclorometano (100:0 - 0:100 v/v). As frações contendo uliginosina B foram 

submetidas a colunas cromatográficas, utilizando fase estacionária com maior 
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superfície de contato de sílica gel 60 (0,040 – 0,063 mesh, Merck, Darmstadt, 

Germany) e fase móvel gradiente n-hexano:diclorometano ou acetato de etila (100:0 

- 0:100 v/v). O isolamento final foi realizado por cromatografia planar centrifuga 

utilizando silica gel 60 F254 (placas de 1 ou 2 mm), em equipamento ChromatotronTM 

(modelo 7924 T, Harrison Research, San Bruno, CA, USA), usando diferentes fases 

móveis (gradientes 100:0 - 0:100 v/v): n-hexano:diclorometano, n-hexano:acetato de 

etila, n-hexano:éter etílico e n-hexano:acetona em polaridade crescentes, ou ainda o 

sistema descrito por Rocha e colaboradores (Rocha et al., 1995). O isolamento da 

uliginosina B foi acompanhado por cromatografia em camada delgada em placas 

pré-revestidas com silica gel 60 F254 (Merck, Darmstadt, Germany), usando como 

fases móveis: n-hexano:diclorometano (50:50 v/v), n-hexano:acetato de etila (90:10 

v/v), n-hexano:éter etilico (95:5 v/v), n-hexano:acetona (97,5:2,5 v/v), os três últimos 

na presença e ausência de 0,25% de ácido fórmico. 

A identidade e pureza da uliginosina B foram confirmadas através da 

aplicação de técnicas espectroscópicas e espectrométricas: Ressonância Magnética 

Nuclear de Hidrogênio (1H – anexo I) e de Carbono (13C – anexo II) a 25 ºC em 

espectrômetro Varian MR400 (operando a 400 MHz para 1H e 100 MHz para 13C), 

utilizando clorofórmio deuterado (99,8%, Acros Organics, New Jersey, USA) com 

tetrametilsilano (TMS) como padrão interno; HRESIMS (vide(Ccana-Ccapatinta, 

2014)pag. 173) obtido no modo íon-positivo em espectrômetro de massas Waters Q-

TOF Premier equipado com uma fonte de nanospray iônico (Waters, Milford, MA, 

USA) obtendo m/z 499,2320 [M + H]+ (calculado para C28H35O8: 499,2332). Os 

dados obtidos nestas técnicas foram comparados com dados descritos na literatura 

(Parker e Johnson, 1968; Ccana-Ccapatinta et al., 2013). A uliginosina B ainda foi 

analisada por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência acoplada a detector 
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Ultravioleta (CLAE-UV), utilizando dois sistemas distintos (Nunes et al., 2009; 

Ccana-Ccapatinta et al., 2013), obtendo área do pico superior a 94%. 

 

Animais 

 

 Foram utilizados 11 ratos Wistar machos com 60-80 dias (250-350 g) 

provenientes do biotério da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Antes dos 

experimentos, os animais foram adaptados por no mínimo 05 dias no biotério da 

Faculdade de Farmácia – UFRGS. Os animais foram mantidos em caixas plásticas 

de 25x40x18 cm com no máximo quatro ratos em cada caixa e após o procedimento 

cirúrgico (descrito a seguir) foram alojados em caixas individuais por 48 h (período 

de recuperação pós-cirúrgico). Os animais foram mantidos sob ciclo claro/escuro de 

12 h (luzes acesas das 07 às 19 h), com temperatura constante (23 ± 2 oC), sob 

sistema de exaustão (estantes ventiladas Alesco®) e umidade monitorada, com 

acesso livre à água e alimento.  

 Os experimentos foram realizados seguindo os preceitos éticos 

recomendados pela legislação brasileira (Brasil, 2008; 2013a; 2013b) e foram 

aprovados pela Comissão de Ética e Pesquisa da UFRGS (número 18518). 

 

Determinação dos níveis de monoaminas em estriado 

 

Reagentes. Noradrenalina (NA), dopamina (DA), serotonina (5-HT), ácido 3,4-di-

hidroxifenilacético (DOPAC), 3-metoxitiramina (3-MT), ácido homovanílico (HVA), e 
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ácido 5-hidroxiindoleacético (5-HIAA) foram obtidos da Sigma Aldrich (St Louis, MO, 

USA). Cloridrato de cetamina (Dopalen®) e cloridrato de xilazina (Anasedan®) 

produzidos pela Agibrands do Brazil LTDA (São Paulo, SP, Brasil). Metanol (CH4O) 

grau HPLC e cloreto de magnésio (MgCl2) foram adquirido da Merck (Darmstadt, 

Germany). Cloreto de potássio (KCl), cloreto de cálcio (CaCl2), ácido etilenodiamino 

tetra-acético (EDTA) e fosfato monopotássico (KH2PO4) foram adquiridos da Fisher 

Scientific (New Jersey, USA). Cloreto de sódio (NaCl) e ácido heptanosulfônico 

(C7H15NaO3S) foram adquiridos da Dinâmica Química Contemporânea LTDA 

(Diadema, SP, Brasil) e Acros Organics (New Jersey, USA), respectivamente. 

 

Cirurgia. Foi realizada conforme padronizado por Munari (2006), com pequenas 

modificações. As etapas estão esquematizadas na Figura 1. Antes do procedimento 

após foram anestesiados (i.p.) com mistura de cetamina 0,1 g/mL (0,75 mL/kg) + 

xilazina 0,2 g/mL (0,5 mL/kg). Quando necessário foi administrado durante a cirurgia 

dose reforço anestésica (1/3 da dose anestésica). A cirurgia foi realizada utilizando 

estereotáxico (ASI Instruments, EUA) para implantação da guia de sonda (CMA/11 – 

14 mm) no estriado (anterioridade: -0,3; lateralidade: +3,2; profundidade: -4,5; 

coordenadas definidas por(Paxinos e Watson, 1998) de ratos (Cooley e Vanderwolf, 

1990). Após a cirurgia, os animais foram alojados por 48 h (período de recuperação) 

no biotério em caixas individuais, com água e comida ad libitum. Não foram 

observados sinais de sofrimento ou infecção.  
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   ambientação           cirurgia                   período de recuperação  

                  ~20 min        2 dias 

 

 anestesia (i.p.) 

Figura 1. Esquema do procedimento cirúrgico. 

 

Microdiálise. Foi realizada conforme padronizado por Munari (2006). As etapas 

estão esquematizadas na Figura 2. Os animais foram ambientados a sala de 

microdiálise por 1 h. Em seguida, a sonda (CMA/11, 3mm, 6 KDa) foi inserida na 

guia implantada previamente, o animal foi transferido da sua caixa moradia para a 

cuba de microdiálise e foi conectado ao sistema de microdiálise (sem fluxo). Após 30 

min, foi iniciada a perfusão com LCA1 (NaCl  145 mM, KCl  2,7 mM, CaCl2 1,2 mM e 

MgCl2 1 mM; pH 7,4), fluxo de 1 µL/min, por 1 h (período de estabilização). 

Imediatamente após, foram coletadas três amostras de 20 µL, em intervalos de 20 

min, para a determinação dos níveis médios basais dos neurotransmissores e 

metabólitos. Em seguida, os ratos foram tratados com uliginosina B (30 mg/kg, i.p.) 

ou veículo (1 mL/kg, i.p.) e os dialisados (20 µL) foram coletados em intervalos de 20 

min por 4 h. Todas as amostras foram coletadas em tubos eppendorf preparados 

com 10 µL de solução de conservação (cisteína 0,1% e ácido perclórico 0,1 N); 

mantidas ao abrigo da luz e em recipiente contendo gelo, até o final do 

procedimento, após, as amostras foram armazenadas em freezer à -80 °C até a 

análise. Finalizado o procedimento de microdiálise, os ratos foram mortos por 

                                                             
1
 O Liquido Cerebroespinhal Artificial (LCA) utilizado no experimento foi preparado a partir de uma 

solução estoque (NaCl  2,9  M, KCl 54 mM, CaCl2 24 mM e MgCl2 20  mM) concentrada 20 vezes e 

armazenada a 4 ºC. O volume foi completado com água Milli Q e o LCA foi filtrado em membrana 

Millipore 0,45 µm antes do uso. 
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decapitação e os encéfalos foram armazenados a -80 ºC para posterior verificação 

do local de implantação das guias de sonda por histoquímica. 

T0                  T60         T90                   T150 T170 T190 T210 T230 T250 T270 T290  … T430  (min) 

                                                                B1  B2   B3    20   40   60  80  100       240                       

          ambientação     estabilização       basal                                       
    
 
             Inserção     Perfusão     Início das coletas   Tratamentos (i.p.)         Eutanásia 
            da sonda               (microdialisados)  
 
Figura 2. Esquema do procedimento de microdiálise cerebral.  

 

Histoquímica. Os encéfalos dos animais submetidos à microdiálise foram retirados 

do freezer -80 ºC e seccionados em criostato a -20 °C, em secções coronais de 25 

µm.  Os cortes foram fixados em lâminas gelatinizadas e corados com cresil-violeta. 

Resumidamente, a técnica consiste em mergulhar as lâminas em uma solução de 

cresil-violeta 5% (com acetato de sódio 1%; pH 3,5) por 10 min; retirar o excesso de 

corante com dois banhos consecutivos de água:álcool (1:1, v/v) por 5 s; desidratar 

os cortes por 3 min em álcool 95% e posteriormente em álcool absoluto; o corante 

foi fixado em banho com metilciclohexano por 5 min e os  cortes foram fixados (entre 

a lâmina e a lamínula) com resina de Damar.  O local de inserção da guia de sonda 

de microdiálise foi verificado de acordo com Atlas de Anatomia Cerebral de Ratos 

(Paxinos e Watson, 1998).  Todos os animais tiveram a guia de sonda implantada no 

estriado. 

 

Análise dos dialisados. Foi realizada em Cromatógrafo Líquido de Alta Eficiência 

acoplado a Detector Eletroquímico conforme descrito por Hubbard e colaboradores 

Usuario
Retângulo
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(2010) e Munari (2006). O sistema utilizado foi formado por bomba isocrática modelo 

LC-6AD (Shimadzu, Japão), autoinjetor modelo SIL-20AC (Shimadzu, Japão), 

detector amperométrico DECADE (Antec Leyden, Holanda) com célula eletroquímica 

VT-03 (Antec Leyden, Holanda) constituída por um eletrodo de trabalho glassy 

carbon (3 mm) e um eletrodo de referência Ag/AgCl.  

As condições cromatográficas adotadas foram: fase móvel (KH2PO4 64,5 mM, 

EDTA 1 mM, metanol 1,58 M e C7H15NaO3S 0,8 mM diluídos em água Milli Q qsp 1 

L; pH 3,4) filtrada em membrana Millipore 0,45 µm e desgaseificada 30 minutos 

antes do uso; coluna C18 Wide Pore (2,1 x 150 mm, 3 µm, 300 Å, Discovery BIO®), 

fase reversa, com vazão da fase móvel de 0,2 mL/min; o potencial de trabalho foi 

ajustado a +0,8 V e a sensibilidade do detector eletroquímico a 5 nA; o carrossel 

contendo as amostras e forno foram mantidos a 4 e 30 ºC, respectivamente; os 

volumes de injeção foram 10 µL e o tempo da corrida 35 min; para aquisição e 

integração dos picos foi utilizado o programa Labsolutions LC solution (Shimadzu, 

Japão). 

A técnica de análise dos dialisados foi validada segundo as recomendações 

preconizadas pela legislação vigente no Brasil (2012). A sensibilidade e linearidade 

foram determinadas em triplicata, por 3 dias consecutivos, nas concentrações 2 - 

200 pg/µL (com no mínimo 6 concentrações, mais amostra branca) para 

noradrenalina (NA), dopamina (DA), ácido homovanílico (HVA), ácido 3,4-di-

hidroxifenilacético (DOPAC), 3-metoxitiramina (3-MT), serotonina (5-HT) e ácido 5-

hidroxindolacético (5-HIAA)2. A exatidão e precisão foram avaliadas: intradia ou 

                                                             
2
 Embora o presente estudo vise quantificar dopamina e seus metabólitos e o 5-HIAA, estudos 

futuros, em outras estruturas, estão previstos para investigar as demais monoaminas e seus 

metabolitos, para tanto, optou-se validá-las em uma única metodologia. 
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intracorrida, analisada diariamente por 3 dias consecutivos, com seis amostras em 

cada concentração (total de 4 concentrações, correspondendo aos controles de 

qualidade baixo, médio e alto e ao limite de quantificação inferior); interdia ou 

intercorrida, analisada a partir dos valores médios obtidos na análise intradia. Para 

determinar a exatidão foi calculado o erro padrão relativo (EPR = [concentração 

média experimental - concentração nominal] x 100 / concentração nominal) e para a 

precisão foi determinado o desvio padrão relativo (DPR= desvio padrão/média da 

concentração x 100). 

Após validação, para análise dos dialisados, semanalmente, equações da reta 

foram determinadas para todas as substâncias nas concentrações 2, 5, 10, 20, 50, 

100, 150 e 200 pg/µL, a partir de soluções estoque3; diariamente, foram analisados, 

entre a leitura dos dialisados, controles de qualidade baixo (5 pg/µL), médio (90 

pg/µL) e alto (160 pg/µL) e o limite de quantificação inferior (2 pg/µL). 

 

Taxa de recuperação das sondas de microdiálise. Foi determinada in vitro 

através de um sistema de perfusão de LCA (sem nenhum analito) com vazão de 1 

µL/min, a 37 ºC. A sonda foi imersa em um tubo com solução padrão contendo todos 

os analitos investigados na concentração de 100 pg/µL. Este sistema foi perfundido 

por 1 h para estabilização, após, quatro amostras (20 µL/amostra) foram coletadas, 

em intervalos de 20 min e analisadas nas mesmas condições dos dialisados obtidos 

dos animais tratados com uliginosina B ou veiculo. 

                                                             
3 As soluções estoque foram preparadas para cada neurotransmissor ou metabólito na concentração 

de 1 mg/mL diluídas em LCA; alicotadas em tubos contendo 30 µL e mantidos a   -80 ºC. No dia do 

experimento, 10 µL de cada alíquota foram pipetadas em um mesmo balão volumétrico (5 mL) e o 

volume foi completado com LCA, resultando em uma única solução contendo todos os analitos na 

concentração de 2 µg/µL. Esta solução foi usada para obter as soluções padrão e controle de 

qualidade nas diferentes concentrações. 
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A taxa de recuperação (TR) de cada sonda de microdiálise foi calculada em 

porcentagem, através da fórmula: 

TR (%) = (Cdial/Cperf) *100 

Onde: Cdial é a concentração dialisada coletada, Cperf é a concentração da 

solução padrão perfundida (100 pg/µL).    

O procedimento foi realizado após a sonda ser utilizada em três animais. Os 

dados de recuperação não foram considerados no cálculo para quantificação das 

amostras.  

 

Análise estatística. Inicialmente a concentração de cada dialisado foi determinada 

a partir das equações das retas. Os níveis basais em todos os grupos foram 

calculados através da média das três amostras basais, coletadas antes das 

administrações, e ajustadas para 100%. Todos os outros valores foram calculados 

como percentagem de alteração em cada ponto de tempo em relação à média dos 

valores basais. Os dados foram analisados através da determinação da área sobre a 

curva (AUC) para cada tratamento, através de teste t bicaudal, utilizando o programa 

GraphPad Prism versão 4.02 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA). Os 

resultados foram expressos em média (%) ± erro padrão da média (E.P.M.). Foi 

aceito P<0,05 para as diferenças estatisticamente significativas. 
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Resultados 

 

Validação da metodologia analítica 

 

 As Figuras 3 e 4 e a Tabela 1 apresentam os dados da validação da 

metodologia analítica4. 

A seletividade do método pode ser verificada na Figura 3, através da 

comparação entre os cromatogramas obtidos para: o LCA (painel A); o LCA com 

todos os analitos padronizados na concentração de 100 pg/µL (painel B); dialisados 

de animais tratados com veículo (painel C) ou uliginosina B (painel D). Não foi 

evidenciado nenhum pico correspondente à presença de substância interferente.  

A linearidade para cada analito está demonstrada na Figura 4. Este parâmetro 

foi avaliado através da determinação das curvas de calibração, equação da reta e 

coeficiente de determinação, avaliados para cada analito. Não foi constatado desvio 

de linearidade no intervalo de concentrações avaliadas (ANOVA P>0,001; dados não 

mostrados).  

A Tabela 1 apresenta os dados de precisão e exatidão intra e intercorridas. 

Todos os valores de Desvio Padrão Relativo (DPR) e Erro Padrão Relativo (EPR) 

estão dentro da faixa de variação aceita pela legislação (± 15% para os CQ – 

controles de qualidade – e ± 20% para o LIQ – limite inferior de quantificação). 

                                                             
4
 A metodologia foi validada para a análise das três monoaminas e metabólitos, visto que estudos 

paralelos estão sendo desenvolvidos em estruturas com predomínio de neurônios serotoninérgicos e 

noradrenérgicos. 
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A 

B 

 

 

C 

 

 

D 

 

 

Figura 3. Cromatogramas obtidos por cromatografia líquida de alta eficiência 
acoplada a detector eletroquímico. (A) líquido cerebroespinhal artificial – LCA; (B) 
curva padrão com todos os analitos na concentração de 100 pg/µL; (C) dialisado de 
animal tratado com veículo no tempo de 40 min de perfusão; (D) dialisado de animal 
tratado com uliginosina B (30 mg/kg, i.p.) no tempo de 40 min de perfusão. Sendo: 
noradrenalina (NA) o pico em 4 min, dopamina (DA) em 7 min, ácido 3,4-di-
hidroxifenilacético (DOPAC) em 9 min, 5-hidroxitriptamina (5-HIAA) em 13,5 min, 
serotonina (5-HT) em 17 min, 3-metoxitiramina (3-MT) em 18,5 min e ácido 
homovanílico (HVA) em 24 min. 
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Figura 4. Curvas padrão para os neurotransmissores e seus metabólitos 
apresentados com as respectivas equações da reta e coeficiente de 
determinação (R2). (A) Dopamina e metabólitos; (B) serotonina e metabólito; (C) 
noradrenalina. Os analitos foram diluídos em LCA em concentração entre 2 – 200 
pg/µL. As curvas padrão foram obtidas através de regressão linear da área dos picos 
ponderados contra o inverso do quadrado das concentrações (1/x2), a partir da 
média de três curvas contendo todos os analitos.  
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Tabela 1. Desvios e erros padrões relativos intradia e interdia das amostras de controle de qualidade e limite de 

quantificação inferior para a curva padrão dos analitos em LCA (n=6 amostras/dia). 

Concentração 
(pg/µL) 

Dia 

5-HT 5-HIAA 

Concentração 
média (pg/µL) 

DP 
DPR 
(%) 

EPR 
(%) 

Concentração 
média (pg/µL) 

DP 
DPR 
(%) 

EPR 
(%) 

V
A

R
IA

Ç
Ã

O
 IN

T
R

A
D

IA
 

2 

1 1,87 0,08 4,32 6,66 2,33 0,04 1,81 16,67 

2 1,99 0,06 3,20 0,54 2,07 0,06 2,66 3,51 

3 1,97 0,05 2,30 1,29 2,08 0,03 1,35 3,96 

5 
1 4,99 0,08 1,62 0,08 5,28 0,11 2,15 5,62 
2 4,79 1,01 2,12 4,29 4,49 0,09 2,03 10,19 
3 4,99 0,08 1,60 0,17 4,45 0,06 1,31 11,03 

90 
1 92,27 1,16 1,26 2,52 99,53 0,70 0,70 10,59 
2 96,53 1,37 1,42 7,25 88,32 1,37 1,55 1,86 
3 100,39 0,92 0,91 0,17 90,70 0,52 0,57 0,79 

160 
1 160,56 1,57 0,97 0,35 177,38 1,97 1,08 10,86 
2 169,39 1,19 0,70 5,87 156,35 1,82 1,17 2,28 
3 175,64 0,98 1,72 9,78 159,96 0,95 0,59 0,02 

IN
T

E
R

D
IA

 

2  1,94 0,08 4,14 2,82 2,16 0,13 5,93 8,05 

5  4,94 0,11 2,26 1,16 4,73 0,39 8,37 5,36 

90  96,39 3,48 3,61 7,11 92,85 4,90 5,27 3,17 

160  168,53 6,34 3,76 5,33 164,56 9,30 5,65 2,85 
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Continuação da Tabela 1 

 

Concentração 
(pg/µL) 

Dia 

NA DA 

Concentração 
média (pg/µL) 

DP 
DPR 
(%) 

EPR 
(%) 

Concentraç
ão média 
(pg/µL) 

DP 
DPR 
(%) 

EPR 
(%) 

V
A

R
IA

Ç
Ã

O
 IN

T
R

A
D

IA
 

2 

1 2,06 0,20 9,65 2,82 2,19 0,07 3,19 5,92 

2 1,98 0,19 9,45 1,07 1,70 0,05 3,02 15,20 

3 2,05 0,21 10,45 2,43 2,06 0,05 2,67 2,96 

5 
1 4,43 0,09 1,94 11,44 4,69 0,12 2,45 6,17 
2 4,39 0,09 2,09 12,17 5,06 0,51 9,12 1,30 
3 4,45 0,16 3,67 12,53 4,61 0,05 4,90 7,84 

90 
1 101,89 1,25 1,23 13,21 91,35 2,22 2,43 1,50 
2 84,26 8,69 10,32 6,38 85,01 7,28 8,56 5,54 
3 78,72 2,62 3,33 10,92 79,65 3,28 4,12 11,50 

160 
1 170,60 10,2 5,98 6,62 156,63 5,91 3,77 2,00 
2 150,32 8,66 5,76 6,05 154,96 6,40 4,13 3,15 
3 144,29 4,03 2,79 9,82 152,50 3,34 2,19 4,69 

IN
T

E
R

D
IA

 

2  2,08 0,18 9,11 1,30 1,96 0,19 9,91 2,10 

5  4,44 0,10 2,35 11,18 4,76 0,32 6,68 4,74 

90  88,29 10,99 12,46 1,90 85,34 6,48 7,59 5,18 

160  155,07 13,45 8,67 3,08 154,70 5,20 3,36 3,31 
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Continuação da Tabela 1 

 

Concentração 
nominal 
(pg/µL) 

Dia 

DOPAC 3-MT 

Concentração 
média (pg/µL) 

DP 
DPR 
(%) 

EPR 
(%) 

Concentração 
média (pg/µL) 

DP 
DPR 
(%) 

EPR 
(%) 

V
A

R
IA

Ç
Ã

O
 IN

T
R

A
D

IA
 

2 

1 1,91 0,05 2,84 4,69 2,10 0,09 4,39 4,91 

2 1,74 0,08 4,75 13,3 2,01 0,09 4,62 0,73 

3 1,97 0,07 3,76 1,73 1,85 0,05 2,88 7,45 

5 
1 4,49 0,09 2,09 10,23 5,20 0,33 6,42 3,94 
2 4,35 0,03 0,58 12,96 4,75 0,24 4,96 5,04 
3 4,45 0,13 3,00 11,08 4,45 1,61 3,63 10,98 

90 
1 89,38 1,26 1,41 0,69 99,66 0,88 0,88 10,74 
2 87,26 4,02 4,60 3,04 91,31 2,18 2,39 1,46 
3 87,36 1,24 1,42 2,93 88,53 1,43 1,62 1,64 

160 
1 159,79 1,19 0,74 0,13 178,45 2,05 1,15 11,53 
2 155,39 3,34 2,15 2,88 155,37 3,93 2,53 2,89 
3 157,20 1,76 1,12 1,75 159,84 8,16 5,10 0,10 

IN
T

E
R

D
IA

 

2  1,87 0,12 6,30 6,58 1,99 0,13 6,38 0,60 

5  4,43 0,10 2,22 11,30 4,49 0,39 8,14 4,70 

90  88,00 2,51 2,86 2,22 93,17 4,95 5,31 3,50 

160  157,47 2,76 1,76 1,58 164,55 11,13 6,76 2,85 
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Continuação da Tabela 1 

Concentração 
nominal 
(pg/µL) 

Dia 

HVA 

Concentração 
média (pg/µL) 

DP 
DPR 
(%) 

EPR 
(%) 

V
A

R
IA

Ç
Ã

O
 IN

T
R

A
D

IA
 

5 

1 4,48 0,19 4,16 10,42 

2 4,16 0,14 3,27 16,76 

3 4,40 0,21 4,84 11,97 

15 
1 14,22 0,14 0,97 5,21 
2 13,00 0,26 2,01 13,27 
3 15,06 0,23 1,15 0,41 

90 
1 89,39 0,76 0,84 0,68 
2 84,54 1,46 1,72 6,06 
3 91,47 1,33 1,46 1,63 

160 
1 157,86 1,78 1,13 1,34 
2 146,61 2,13 1,16 8,37 
3 157,12 2,07 1,32 1,70 

IN
T

E
R

D
IA

 

5  4,35 0,21 4,91 13,04 

15  14,22 0,83 5,86 5,19 

90  88,47 3,11 3,51 1,70 

160  153,86 5,45 3,54 3,84 
 

Sendo, DP: Desvio Padrão; DPR: Desvio Padrão Relativo; EPR: Erro Padrão Relativo.  
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 Análise dos microdialisados 

 

A Figura 5 apresenta o efeito do tratamento com uliginosina B (30 mg/kg, i.p.) 

sobre os níveis extracelulares de dopamina, seus metabólitos e 5-HIAA em estriado 

de ratos acordados submetidos à técnica de microdiálise cerebral. A análise 

estatística revela que o tratamento aumenta os níveis extracelulares de dopamina 

(DA; p<0,001; Fig. 5A) e ácido homovanílico (HVA; p<0,001; Fig 5B) e não altera os 

níveis de ácido 3,4-di-hidroxifenilacético (DOPAC; p=0.917; Fig. 5C) e do ácido 5-

hidroxindolacético (5-HIAA; p=0.1487; Fig. 5D) no estriado de ratos. Os níveis de 3-

metoxitiramina (3-MT) ficaram abaixo do limite de quantificação de 2 pg/µL (11,96 

nM). 
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B 

 

C   

D   

Figura 5. Efeito do tratamento com uliginosina B 30 mg/kg, i.p. ( ■ ) ou veículo  
( ♦ ) sobre os níveis extracelulares de DA (painel A), seus metabólitos – HVA 
(Painel B) e DOPAC (Painel C) – e 5-HIAA (painel D) no estriado de ratos (n= 5-
6/grupo). Gráficos a esquerda valores expressos em área sob a curva da 
porcentagem de efeito ± E.P.M.: *** P<0,001 diferença em relação ao veículo. 
Gráficos a direita, valores expressos em média da porcentagem de efeito em relação 
ao grupo basal ± E.P.M. 
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 A Figura 6 apresenta um corte histológico de encéfalo de rato, demonstrando 

a cicatriz no estriado, local onde a sonda foi implantada, assegurando que a 

microdiálise foi realizada no local de interesse. 

 

Figura 6. Fatia de encéfalo de rato Wistar mostrando a cicatriz deixada pela 
guia de sonda no estriado. Histoquímica de secção coronal de 30 µm em ME 
(Método de coloração: cresil-violeta).  
 

As taxas de recuperação das sondas estão apresentadas na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Taxa de recuperação das sondas de microdiálise 

Analito 
Sonda 

DA DOPAC HVA 3-MT 5-HIAA 

I 2,4±0,2 2,6±0,2 21,4±0,4 19,2±1,6 15,8±0,3 

II 12,5±1,0 10,8±1,0 15,4±1,5 16,4±2,6 15,1±1,4 

III 6,4±0,9 6,5±1,5 15,4±1,3 13,0±0,4 10,9±0,6 

IV 4,2±0,3 4,3±0,4 9,9±0,8 12,2±2,8 9,0±0,1 

V 9,9±0,9 9,8±1,0 20,5±0,8 21,9±1,3 18,1±0,7 

Valores expressos em média de quatro dialises ± desvio padrão. Dialisados 
coletados em intervalos de 20 min, com fluxo 1 µL/min. 
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Discussão 

 

Os resultados apresentados neste capítulo demonstraram que o método foi 

padronizado de acordo com as recomendações da legislação brasileira para 

metodologias bioanalíticas (Brasil, 2012), apresentando dados de linearidade 

(curvas padrão), seletividade, precisão e exatidão dentro dos valores estabelecidos.  

 A análise dos dialisados mostrou que o tratamento agudo com uliginosina B 

(30 mg/kg, i.p.) aumenta os níveis de dopamina (DA) e do seu metabólito final, o  

ácido homovanílico (HVA), no estriado de ratos (o local foi confirmado através de 

histologia, vide Fig. 6 e comparado com a lâmina de Paxinos e Watson, 1998, p. 20). 

Estes dados corroboram com resultados prévios, em preparados de sinaptossomas 

incubados com uliginosina B, que demonstraram aumento na disponibilidade de 

monoaminas na fenda sináptica, especialmente de dopamina (Stein et al., 2012). 

Também confirmam os achados prévios, que demonstraram que as atividades 

antinociceptiva e antidepressiva induzidas pela uliginosina B dependem da ativação 

de receptores dopaminérgicos, mas que este efeito é indireto, uma vez que a 

uliginosina B não liga-se a estes receptores (Stein et al., 2012; Stolz et al., 2012). 

Este conjunto de dados permite assegurar que o mecanismo de ação da uliginosina 

B envolve, pelo menos em parte, aumento dos níveis extracelulares de dopamina e 

consequente ativação de receptores dopaminérgicos.  

Considerando o metabolismo da dopamina (Fig. 7), as alterações nos níveis 

extracelulares de dopamina e HVA demonstradas para a uliginosina B podem estar 

relacionadas tanto a um aumento na liberação, como a uma inibição da recaptação 

de dopamina. O efeito inibitório da uliginosina B sob a recaptação sinaptossomal de 

monoaminas já foi relatado, entretanto, o mecanismo responsável por tal efeito ainda 



68 

 

é desconhecido; sabe-se que não envolve uma ligação direta da uliginosina B no 

sítio das monoaminas nos transportadores responsáveis pela recaptação destes 

neurotransmissores (Stein et al., 2012). Entretanto, a ação da uliginosina B na 

liberação de dopamina não foi investigada. Foi demonstrado que uma fração rica em 

derivados acilfloroglucinol diméricos, estruturalmente relacionados à uliginosina B, 

aumenta a liberação espontânea de [3H]-dopamina em aproximadamente 12% 

(Viana et al., 2005; Viana et al., 2006). O fato da uliginosina B não ter alterado os 

níveis extracelulares de DOPAC e os níveis do 3-MT não terem sido quantificados 

(pois ficaram abaixo do limite de quantificação) limita as conclusões sobre o efeito 

da uliginosina B na liberação de dopamina. A literatura infere que alterações nos 

níveis de DOPAC estão relacionadas ao metabolismo intraneuronal, enquanto 

alterações nos níveis de 3-MT estão associadas à liberação de dopamina (revisado 

por (Wood e Altar, 1988); isto ocorre, pois a enzima catecol O-metiltransferase 

(COMT), responsável por metilar a dopamina a 3-MT, está presente 

predominantemente em células gliais e no estriado, em neurônios pós-sinápticos 

(Kaplan, Hartman e Creveling, 1979; Kastner et al., 1994; Karhunen et al., 1995b; a).  

 

 

Figura 7. Esquema do metabolismo da dopamina.  A dopamina (DA) 
liberada no meio extracelular pode ser metilada a 3-metoxitiramina (3-MT) pela 
COMT (catecol O-metiltransferase) e posteriormente metabolizada ao ácido 
homovalínico (HVA) pela ação da MAO (monoamino oxidase) e da AD (aldeído 
dehidrogenase). No neurônio pré-sináptico a DA pode ser deaminada e carboxilada 
a ácido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) pela ação das enzimas MAO e AD. O 
DOPAC também é metabolizado a HVA. 
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O tratamento com uliginosina B não alterou os níveis extracelulares do 

metabólito da serotonina, o ácido 5-hidroxindolacético (5-HIAA). Estes dados se 

opõem aos apresentados por Stein e colaboradores (2012) - uliginosina B aumenta a 

disponibilidade de serotonina na fenda sináptica. Essa divergência de resultados 

pode ocorrer por diversos motivos, os mais relevantes parecem ser a dose de 

uliginosina B e a estrutura encefálica utilizada, já que Stein e colaboradores (2012) 

realizaram o experimento in vitro utilizando o córtex frontal. 

A ausência de alterações nas concentrações extracelulares de 5-HIAA indica 

que os efeitos demonstrados para a uliginosina B não estão associados à ativação 

das projeções do núcleo dorsal da Rafe (inerva os neurônios dopaminérgicos 

corticais e estriatais), pelo menos a nível estriatal (caudado-putamen e estriado 

ventral). Entretanto, outros feixes serotoninérgicos – como as projeções que partem 

do núcleo medial da Rafe e da Rafe Magnus/Pallidus (Pliszka, 2004) – podem 

contribuir para os efeitos relatados para a uliginosina B. É provável, mas até o 

momento meramente especulativo, que as projeções iniciadas na Rafe 

Magnus/Pallidus estejam envolvidas nos efeitos da uliginosina B, visto que este feixe 

projeta-se para a medula espinhal, formando a via descendente inibitória da 

transmissão do estímulo nociceptivo.  

Outra contribuição importante deste estudo, que reflete também uma 

fragilidade da metodologia analítica validada, foi a impossibilidade de detecção dos 

níveis extracelulares de 3-MT. A técnica analítica foi padronizada utilizando a 

concentração mínima 20 pg do analito por injeção, metade da padronizada 

inicialmente em no nosso laboratório (Munari, 2006). Esta estratégia foi adotada 

considerando que no estudo prévio os níveis extracelulares de 3-MT não haviam 

sido detectados no núcleo accumbens. Analisando os cromatogramas dos dialisados 
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dos animais tratados com veículo ou uliginosina B (Fig. 3) percebe-se a ausência de 

picos no período entre 18,5-20 min (tempo de retenção do 3-MT na amostra padrão), 

o que indica que esta metodologia não é adequada para a análise do 3-MT nas 

concentrações obtidas no estriado de ratos Wistar. De fato, estudos recentes que 

conseguiram quantificar os níveis de 3-MT utilizam outras metodologias – fase 

móvel, fase estacionária, equipamento de análise e detector – e/ou ainda outras 

espécies animais (Wąsik, Romańska e Antkiewicz-Michaluk, 2010; Antkiewicz-

Michaluk et al., 2011; Ferry et al., 2014; Sustkova-Fiserova et al., 2014). 

Sumarizando, os resultados deste capítulo mostram que o tratamento com 

uliginosina B aumenta a disponibilidade de DA e seu metabólito, HVA, no estriado de 

ratos e não altera os níveis extracelulares de DOPAC e 5-HIAA. Estes dados 

reforçam a importância da ativação dopaminérgica para os efeitos antinociceptivo e 

do tipo antidepressivo descritos para a uliginosina B. Este estudo também mostra 

evidências que a metodologia analítica utilizada não é adequada para detectar as 

concentrações extracelulares de 3-MT presentes no estriado de ratos Wistar, 

contudo, não se pode  inferir que em outras estruturas ou espécies animais as 

quantificações serão inviáveis.  
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CAPÍTULO II 

Uliginosin B, a natural phloroglucinol derivative, presents a 

multi-mediated antinociceptive effect in mice 
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 Este capítulo foi publicado no periódico Journal of Pharmacy and 

Pharmacology 66 (2014) 1774-1785, sob doi número 10.1111/jphp.12307. Em 

resumo, investigou o envolvimento da neurotransmissão monoaminérgica e 

glutamatérgica sobre os efeitos antinociceptivo e atáxico de uliginosina B. Os 

principais resultados indicaram que o efeito antinociceptivo de uliginosina B é: (i) 

prevenido parcialmente por pCPA (inibidor da síntese de serotonina) e MK-801 

(antagonista de receptores glutamatérgicos NMDA); (ii) aumentado por prazosina e 

ioimbina (antagonistas de receptores noradrenérgicos α1 e α2, respectivamente). O 

efeito atáxico de uliginosina B foi: (i) prevenido por pCPA e MK-801; (ii) inalterado 

por prazosina e ioimbina. 
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CAPÍTULO III 

 

Determination of pharmacological interactions of uliginosin 

B, a natural phloroglucinol derivative, with amitriptyline, 

clonidine and morphine by isobolographic analysis 
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 Este capítulo foi publicado no periódico Phytomedicine 21 (2014) 1684–1688, 

sob doi número 10.1016/j.phymed.2014.08.009. Em suma, o objetivo deste estudo 

foi aprofundar o conhecimento sobre o mecanismo de ação antinociceptiva de 

uliginosina B através de sua co-administração com fármacos utilizados na clínica 

para o alívio da dor. Os principais resultados da análise isobolográfica demonstram 

que a combinação de uliginosina B com morfina (agonista opioide) tem interação 

sinérgica, enquanto as combinações de uliginosina B com amitriptilina (inibidor da 

recaptação de monoaminas) e com clonidina (agonista noradrenérgico α2) 

apresentaram interações aditivas. Estes dados indicam que o envolvimento da 

neurotransmissão monoaminérgica no efeito antinociceptivo da uliginosina B e 

apontam o uso desta substância como adjuvante da analgesia opioide. 
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CAPÍTULO IV 

Uliginosin B, a natural antinociceptive agent, modulates 

the Na+,K+-ATPase activity and present effect mediated by 

purinergic system 
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           Este capítulo será submetido na forma de artigo ao periódico Journal of 

Natural Products, intitulado “Uliginosina B, a natural antinoiceptive agent, modulates 

the Na+,K+-ATPase activity and present effect mediated by purinergic system” de 

autoria de E.D. Stolz, P.F. da Costa, L.F. Medeiros, A. Souza, A.M.O. Battastini, G.L. 

von  Poser, P.O. Feijó, F. Noël, L.E.M. Quintas, I.L.S. Torres, S.M.K. Rates. Este 

estudo teve como objetivo investigar o envolvimento do sistema purinérgico no efeito 

antinociceptivo da uliginosina B, bem como avaliar sua ação sobre a atividade da 

enzima Na+,K+-ATPase. Os resultados chave deste estudo mostram que: (i) o efeito 

antinociceptivo de uliginosina B foi prevenido por DPCPX e ZM-241385 

(antagonistas de receptores adenosinérgicos A1 e A2A, respectivamente); (ii) o 

tratamento com uliginosina B aumenta a hidrólise de AMP e ATP, na medula 

espinhal e córtex cerebral, respectivamente; (iii) in vitro a uliginosina B inibe a 

atividade da enzima Na+,K+-ATPase. Este conjunto de resultados indicam que a 

ativação de vias purinérgicas contribui para as propriedades antinociceptivas de 

uliginosina B. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
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              A presente tese visou contribuir para o entendimento do mecanismo de 

ação antinociceptiva da uliginosina B, um derivado acilfloroglucinol dimérico isolado 

de espécies de Hypericum nativas da América do Sul. Trabalhos anteriores do grupo 

de pesquisa coordenado pelas prof. Dr. Stela M. K. Rates e prof. Dr. Gilsane L. von 

Poser têm demonstrado que as espécies de Hypericum brasileiras apresentam um 

padrão molecular promissor para o desenvolvimento de protótipos neuroativos, em 

especial por acumular derivados acilfloroglucinois (Viana, 2002; 2007; Viana et al., 

2003; 2005; 2006; von Poser, Rech e Rates, 2006; Haas et al., 2010; Rates et al., 

2010; Haas et al., 2011; Stolz, 2011; Centurião, 2012; Sakamoto, 2012; Stein, 2012; 

Stein et al., 2012; Stolz et al., 2012; Ccana-Ccapatinta, 2014; Ccana-Ccapatinta et 

al., 2014; Centurião et al., 2014a; 2014b). A Figura 1 apresenta um esquema com as 

moléculas avaliadas em ensaios preditivos de ação antidepressiva e/ou analgésica. 

Outras sete moléculas, com padrão estrutural semelhante, algumas inéditas, estão 

sendo investigadas em testes de nocicepção (dados preliminares, não publicados). 

Além disto, outros grupos de pesquisa também têm investido no estudo de 

moléculas com este padrão estrutural (Bohr et al., 2005; Koeberle et al., 2009; Rossi 

et al., 2009; Galeotti et al., 2010a; 2010b; 2013a; 2013b; 2013c; 2014a; 2014b; 

Socolsky et al., 2012; Duarte et al., 2014), inclusive gerando patentes para 

propriedades analgésica e anti-inflamatória (Hillwig e Ames, 2010). Estes dados 

incentivam o desenvolvimento de pesquisas com derivados acilfloroglucinois, 

sobretudo os prenilados. 
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Figura 1. Esquema demonstrado os compostos isolados de espécies de 
Hypericum sul-americanas que apresentam efeitos antinociceptivo (cinza 
escuro), antidepressivo (cinza intermediário) ou ambos (cinza claro). 

 

A investigação da ação central da uliginosina B foi objeto de um depósito de 

patente (Rates et al., 2010), de uma dissertação de mestrado (Stolz, 2011) e de 

quatro teses de doutorado (Viana, 2007; Stein, 2012), incluindo esta tese e outra em 

andamento. Outros grupos de pesquisa também têm direcionado esforços para 

estudar esta molécula, propondo sua síntese e estrutura tridimensional (Leal et al., 

2010; Kraus e Liu, 2012). 

Os dados descritos para a uliginosina B, até a presente tese, demonstravam 

que o tratamento com este derivado acilfloroglucinol apresenta efeito do tipo 

antidepressivo e antinociceptivo (Stein et al., 2012; Stolz et al., 2012). A ação 

antidepressiva envolve a ativação de receptores monoaminérgicos (Stein et al., 

2012), enquanto o efeito antinociceptivo envolve receptores opioides e 

dopaminérgicos da família D2 (Stolz et al., 2012). Em doses elevadas (6-10 vezes 

maiores que a antinociceptiva e antidepressiva), o tratamento com uliginosina B 
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induz efeito atáxico, mediado por receptores opioides e dopaminérgicos, das famílias 

D1 e D2  (Stolz et al., 2012). Estes dados indicam que vias opioides e 

monoaminérgicas estão envolvidas de maneira diferente nos efeitos da uliginosina 

B, entretanto, sabe-se que a uliginosina B não ativa estes receptores (Viana, 2007; 

Stolz et al., 2012). O mecanismo de ação exato, responsável por estes efeitos, ainda 

não foi elucidado, mas parece envolver o aumento da disponibilidade de 

monoaminas na fenda sináptica, especialmente dopamina (Stein et al., 2012).  

Os resultados apresentados nesta tese revelam que o tratamento com 

uliginosina B aumenta a disponibilidade de dopamina e HVA (ácido homovanílico) no 

estriado de roedores, confirmando o resultado in vitro apresentado por Stein e 

colaboradores (2012). É sabido que o déficit de dopamina nesta região está 

envolvido em distúrbios motores, como o Parkinsonismo, entretanto concentrações 

aumentadas induzem movimentos desnecessários/exagerados (“tiques motores”) 

que podem estar associados ao efeito atáxico descrito para a uliginosina B (Stolz et 

al., 2012). Além disto, estudos têm apontado relação direta entre os níveis de 

dopamina e dor, embasados, sobretudo, em indícios de que antagonistas 

dopaminérgicos atenuam a capacidade analgésica (Wood, 2008).  

Completando o estudo do envolvimento das vias monoaminérgicas 

(serotoninérgica e noradrenérgica) nos efeitos de uliginosina B, foram investigados o 

efeito dos pré-tratamentos com inibidor da síntese de serotonina (pCPA) e 

antagonistas de receptores noradrenérgicos α1 (prazosina) e α2 (ioimbina) na 

atividade motora e antinociceptiva de camundongos. O efeito atáxico induzido por 

uliginosina B foi prevenido parcialmente quando a síntese de serotonina foi inibida, 

enquanto que o antagonismo noradrenérgico não alterou o efeito da molécula 

estudada. Este envolvimento discreto da neurotransmissão serotoninérgica sobre o 

efeito atáxico pode estar associado ao aumento na disponibilidade de serotonina 

relatado previamente (Stein et al., 2012) e, permite inferir que este efeito é 

decorrente de uma modulação indireta deste circuito. De fato, há relatos de 

modulação de neurônios dopaminérgicos da via nigro-estriatal por projeções 

serotoninérgicas do núcleo dorsal da rafe (Wirtshafter, Stratford e Asin, 1987; Reed, 

Nijhout e Best, 2013). Tais hipóteses também podem justificar o efeito de pCPA, que 

preveniu parcialmente o efeito antinociceptivo de uliginosina B. Este efeito ainda 
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pode estar relacionado à modulação de vias descendentes inibitórias, as quais 

regulam a transmissão do estímulo doloroso através da liberação de serotonina 

(Millan, 2002; Fishman, Ballantyne e Rathmell, 2009). 

A atividade antinociceptiva produzida por uliginosina B foi aumentada na 

presença de antagonistas noradrenérgicos, somente na dose mais alta (90 mg/kg, 

i.p.), que também induz efeito atáxico. É importante ressaltar que o prejuízo motor 

detectado no rotarod é indicativo de falsos positivos no teste da placa aquecida e 

este prejuízo pode ser interpretado como uma série de efeitos colaterais, tais como: 

hipotensão, catalepsia, sedação ou ação relaxante muscular (Plummer et al., 1991; 

Le Bars, Gozariu e Cadden, 2001); além disto, é sabido que antagonistas 

noradrenérgicos apresentam efeito hipotensor (Brunton et al., 2007) - não detectado 

nas doses investigadas neste estudo. Assim, a hipótese mais coerente para justificar 

o efeito aumentado no tratamento com antagonistas noradrenérgicos associados à 

uliginosina B é uma interação entres os efeitos motores descritos para estas 

substâncias, que poderiam gerar um aumento no tempo de latência no teste da 

placa-aquecida. Esta teoria precisa ser investigada, utilizando delineamento 

experimental adequado.  

A fim de tentar elucidar o envolvimento da neurotransmissão noradrenérgica 

no efeito antinociceptivo de uliginosina B, foi realizado um ensaio de 

coadministração com agonista α2-noradrenérgico (clonidina). A clonidina é um 

adjuvante frequentemente utilizado na clínica no tratamento da dor; a literatura 

clássica (Brunton et al., 2007) sugere que seu mecanismo de ação envolva a 

supressão da liberação de noradrenalina pós-ganglionar, bem como redução dos 

níveis plasmáticos, entretanto, estudos indicam que a administração intratecal 

aumenta a disponibilidade de noradrenalina nas vias descendentes que inibem a 

transmissão do estímulo doloroso e aumenta a acetilcolina no corno dorsal da 

medula espinhal, modulando o estímulo nociceptivo (Klimscha, Tong e Eisenach, 

1997). Análise isobolar evidenciou que a associação entre uliginosina B e clonidina 

produz uma interação aditiva, indicando que ambas as substâncias atuam em vias 

semelhantes e, provavelmente, envolvem a neurotransmissão noradrenérgica. 

O envolvimento da neurotransmissão monoaminérgica no mecanismo de 

ação da uliginosina B foi reforçado nos ensaios de associação com amitriptilina 
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(antidepressivo tricíclico) e morfina (analgésico opioide). A coadministração de 

uliginosina B e amitriptilina apresentou interação aditiva, enquanto a 

coadministração com morfina apresentou interação sinérgica. Estes dados 

corroboram com os achados prévios descritos para a uliginosina B, evidenciando-se 

o envolvimento monoaminérgico no seu mecanismo de ação, visto que a amitriptilina 

também apresenta efeito por aumentar a disponibilidade de monoaminas e a morfina 

sabidamente interage sinergicamente com substâncias que aumentam os níveis 

extracelulares de monoaminas (Eisenach e Gebhart, 1995; Luccarini et al., 2004; 

Shen et al., 2013). Um dos principais aspectos levantados por este estudo foi a 

possibilidade de inserção da uliginosina B como adjuvante no tratamento com 

opioides. O tratamento com opioides, além de apresentar efeitos adversos graves, 

apresenta efeito-teto analgésico, ou seja, independente do quanto se aumente a 

dose de morfina, o efeito analgésico permanece inalterado, enquanto os efeitos 

adversos são aumentados, podendo levar à morte por insuficiência respiratória 

(Brunton et al., 2007). Neste contexto, alternativas farmacológicas que potencializem 

o efeito analgésico da morfina são importantes na clínica. 

Todo o conjunto de resultados apresentados para a uliginosina B reforça o 

envolvimento da neurotransmissão monoaminérgica em seus efeitos. Entretanto, o 

gatilho responsável pelo aumento na disponibilidade destes neurotransmissores 

permanece desconhecido. Stein (2012) e Viana (2007) em suas teses defendem a 

hipótese de que a uliginosina B poderia atuar alterando a fluidez das membranas 

neuronais, de maneira semelhante ao descrito para a hiperforina – um derivado 

floroglucinol monomérico prenilado, estruturalmente relacionado à uliginosina B. 

Esta teoria poderia justificar o mecanismo de ação multirreceptor da uliginosina B. 

Na presente tese, buscou-se investigar outras possibilidades que poderiam justificar 

o mecanismo de ação da uliginosina B; assim, avaliou-se o envolvimento de três 

vias que modulam a disponibilidade de monoaminas: o sistema glutamatérgico 

através dos receptores NMDA, o sistema purinérgico através de receptores de 

adenosina e da hidrólise do ATP, ADP e AMP, e a atividade da enzima Na+,K+-

ATPase. 

O pré-tratamento com MK-801 (antagonista de receptores NMDA) preveniu 

parcialmente os efeitos antinociceptivo e atáxico induzidos por uliginosina B. Sabe-
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se que o antagonismo NMDA provoca redução na liberação de monoaminas 

encefálicas (Kiss e Vizi, 2001; Sthal, 2008), assim, é provável que o pré-tratamento 

com MK-801 tenha impedido a uliginosina B de aumentar a disponibilidade destes 

neurotransmissores na fenda sináptica. Entretanto, outras hipóteses podem justificar 

este efeito, dentre elas, o fato da uliginosina B poder atuar como um ligante de 

receptores NMDA ou um modulador da homeostase iônica. Uma ação direta da 

uliginosina B sobre a liberação ou captação de glutamato é improvável, visto que 

Centurião (2012) demonstrou que uma mistura de derivados floroglucinol diméricos 

estruturalmente relacionados a uliginosina B não apresentam estes efeitos in vitro. 

Nesta tese demonstrou-se ainda que os pré-tratamentos com DPCPX 

(antagonista de receptores A1) e ZM-241385 (antagonista de receptores A2A) 

preveniram completamente o efeito antinociceptivo de uliginosina B. Além disto, o 

tratamento com uliginosina B aumentou a hidrólise do AMP na medula espinhal, 

levando a um aumento nos níveis extracelulares de adenosina. O tratamento com 

uliginosina B também aumentou a hidrólise de ATP no córtex cerebral, que pode, 

entre outras ações, culminar em aumento nos níveis extracelulares de adenosina 

encefálica. Sabe-se que a adenosina e/ou agonistas adenosinérgicos modulam a 

liberação de dopamina (Zetterström e Fillenz, 1990; Okada, Mizuno e Kaneko, 

1996), serotonina (Barraco, Helfman e Anderson, 1996; Helfman et al., 1996; Okada 

et al., 1997) e glutamato (Cunha et al., 1994; Ambrósio et al., 1997) em algumas 

regiões encefálicas, e ainda que a liberação de adenosina pode ser modulada pela 

ativação destes neurotransmissores (Sweeney, White e Sawynok, 1988; 1990; 

Sawynok e Reid, 1991; Millan, 2002; Pereira, 2005), bem como por opioides 

(Sawynok et al., 1989; 1990; Sawynok, 1998; Sawynok e Liu, 2003). Os dados 

descritos para a uliginosina B apontam para um mecanismo de ação envolvendo 

toda esta circuitaria.  

A enzima Na+,K+-ATPase é outro agente que está implicado no processo de 

recaptação de monoaminas; sua inibição/antagonismo parece diminuir a recaptação 

de noradrenalina (Vatta et al., 2004), serotonina e dopamina (Steffens e Feuerstein, 

2004). Nesta tese demonstrou-se através de ensaios in vitro que a uliginosina B 

inibe a atividade da Na+,K+-ATPase em cérebro total (isoforma α3) e rins (isoforma 
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α1) de ratos. Esses dados poderiam explicar o mecanismo responsável pela inibição 

da recaptação de monoaminas descrito para a uliginosina B (Stein et al., 2012). 

Com este trabalho foi aprofundado o conhecimento acerca do mecanismo de 

ação da uliginosina B, um derivado acilfloroglucinol dimérico obtido de espécies de 

Hypericum sul-americanas. Demonstrou-se, pela primeira vez, o envolvimento de 

vias glutamatérgicas e adenosinérgicas no mecanismo de ação da uliginosina B. 

Além disto, evidenciou-se um possível uso clínico para esta substância, em 

associação com a morfina. De maneira geral, os resultados permitem sugerir que o 

cerne do mecanismo de ação antinociceptiva da uliginosina B é decorrente do 

aumento da disponibilidade encefálica de monoaminas, especialmente dopamina, e 

da disponibilidade de adenosina, sobretudo na medula espinhal. Contudo, estes 

dados são insuficientes para afirmar se a adenosina é responsável pela alteração 

nas concentrações extracelulares de monoaminas ou vice-versa. É fundamental 

investigar a correlação entre os níveis extracelulares destes neurotransmissores. No 

presente estudo também evidenciou-se a participação de vias glutamatérgicas no 

mecanismo de ação da uliginosina B e reforçou-se o seu envolvimento no balanço 

iônico resultante da ação da enzima Na+,K+-ATPase.   

Inúmeras hipóteses podem ser levantadas para justificar os efeitos da 

uliginosina B resultantes do aumento na concentração de monoaminas e adenosina. 

Entre eles destaca-se: (1) a ação da adenosina modulando o balanço iônico e a 

atividade da Na+, K+-ATPase, com consequente redução na recaptação de 

monoaminas (Hussain, Ali e Chandra, 1987; Lesch et al., 1993; Caruso-Neves et al., 

1997; Zeng et al., 1999; Grbović e Radenković, 2003; Radenković et al., 2005; 

Wengert et al., 2005; Zhang et al., 2009; Broch-Lips, Pedersen e Nielsen, 2010); (2) 

monoaminas e glutamato sendo coliberados com ATP e este defosforilado a 

adenosina (Sneddon e Burnstock, 1984; Sperlágh et al., 1998; Burnstock, 1999; 

Poelchen et al., 2001; Burnstock, 2004; 2006a; 2006b; 2006c; 2006d; 2006e; 2009; 

Kanno, Yaguchi e Nishizaki, 2010; Burnstock, Fredholm e Verkhratsky, 2011); (3) a 

ativação dos mais variados circuitos envolvendo vias dopaminérgicas e 

adenosinérgicas, incluindo, em muitos casos, regulação glutamatérgica, opioide e 

GABAérgica (Zetterström e Fillenz, 1990; Okada, Mizuno e Kaneko, 1996; Ferré et 

al., 2008; Wardas, 2008; Azdad et al., 2009; Filip et al., 2012; Fuxe et al., 2012). 
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Contudo, os dados levantados até o momento para a uliginosina B não permitem 

avançar nesta discussão. 

A partir dos dados discutidos nesta tese conclui-se que, embora o conjunto de 

resultados apresentados para a uliginosina B não permita identificar um sítio de ação 

específico para a uliginosina B, demonstra um perfil dependente da ativação de 

múltiplas vias (monoaminérgicas, glutamatérgicas, opioides, adenosinérgicas e 

balanço iônico), requisitadas com importância diferenciada de acordo com o 

estímulo recebido pelo animal. Este perfil reforça a importância de estudos com a 

uliginosina B visando um novo padrão molecular, promissor no desenvolvimento de 

novos fármacos com ação analgésica e/ou antidepressiva, com mecanismo de ação 

distinto dos fármacos disponíveis no mercado. Este fato é reafirmado na revisão 

apresentada por Wood (2008), que encoraja o desenvolvimento de fármacos 

analgésicos com ação em receptores D2, envolvendo ou não outras vias.   
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Anexo I: Espectro de RMN H1 de uliginosina B. (1) RMN H1 descrito por Parker e 

Johnson (1968) em equipamento 56 MHz. (2) RMN H1 descrito por Nör (2006) em 

equipamento 400 MHz. RMN H1 para os dados experimentais obtidos em 

equipamento de 60 MHz (3) e 400 MHz (4). 

 

 

     (1)                          (2)                       (3)                       (4)        
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Anexo II: Espectro de RMN C13 de uliginosina B. (1) RMN C13 descrito por Nör 

(2006) em equipamento 100 MHz. (2) RMN C13 para os dados experimentais obtidos 

em equipamento 400 MHz. 

 

 

 

     (1)                       (2)                                  (1)                     (2)        
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Anexo III: Perfil cromatografico da uliginosina B (HPLC-UV). Condições 

cromatográficas: coluna Waters Nova-Pack C18, 60A (4 µm; 3,9 x 150 mm); sistema 

solvente isocrático (95% CH3CN; 5% H2O; 0.01% TFA); fluxo de 1 mL.min-1; volume 

de injeção de 20 L; detecção a 220 nm a temperatura ambiente. 
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