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Aprender é a unica coisa de que a mente nunca

se cansa, nunca tem medo e nunca se arrepende.

Leonardo da Vinci
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RESUMO

A uliginosina B ¢ um derivado floroglucinol dimérico identificado em espécies
de Hypericum nativas do sul do Brasil, como H. polyanthemum e H. caprifoliatum.
Extratos lipofilicos destas duas espécies apresentaram efeito antinociceptivo em
roedores, este efeito foi bloqueado por naloxona. Além disso, estudos in vitro
mostraram que a uliginosina B inibe a recaptagdo sinaptossomal de monoaminas, com
maior poténcia para dopamina. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
antinociceptivo da uliginosina B na placa aquecida e no teste das contor¢cdes abdominais
induzidas por 4cido acético em camundongos, bem como avaliar o envolvimento do
sistema opioide e neurotransmissdo dopaminérgica usando antagonismos
farmacologicos in vivo e ensaios de radioligacdo. O tratamento com uliginosina B (90
mg/kg, p.o.) apresentou efeito antinociceptivo nos testes da placa aquecida e das
contor¢des abdominais. O efeito da uliginosina B sobre a nocicep¢do térmica foi dose-
dependente (5-90 mg/kg, i.p.) e ocorreu em doses que ndo prejudicaram a coordenagdo
motora (15 mg/kg, 1.p.; 90 mg/kg, p.o.). A administracdo de uliginosina B em dose
elevada (90 mg / kg, i.p.) apresentou efeito ataxico no rota-rod. Os efeitos
antinociceptivo e atdxico parecem ser mediados por receptores distintos, pois o efeito na
placa aquecida foi completamente abolido por naloxona (uliginosina B 15 mg/kg, i.p.) e
sulpirida (uliginosina B 15 mg/kg i.p. ¢ 90 mg/kg, i.p.), mas ele ndo foi alterado por
SCH 23390, enquanto o déficit motor induzido por uliginosina B (90 mg/kg, 1.p.) no
rotarod foi completamente abolido por naloxona e parcialmente bloqueado por sulpirida
e SCH 23390. Entretanto, a ativagdo destes receptores parece ser indireta, uma vez que
in vitro a uliginosina B ndo alterou a ligacdo [°S]-GTPyS em membranas de talamo e
corpo estriado, nem afetou a ligacdo [*H]-naloxona, ["H]-SCH 23390 e [*H]-sulpirida
aos seus receptores em preparados de membrana de prosencéfalo e corpo estriado,
respectivamente. Assim, provavelmente, pelo menos parte dos efeitos observados para a
uliginosina B sdo devido a sua capacidade de inibir a recaptacdo de monoaminas com
conseqiiente ativacdo de receptores dopaminérgicos e estimulagdo indireta do sistema

opioide.

Palavras-chave: uliginosina B; floroglucinol; antinociceptivo; Hypericum.
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ABSTRACT

Uliginosin B is the main phloroglucinol from Hypericum polyanthemum and H.
caprifoliatum (vegetal species from South Brazil) that possess antinociceptive effect
blocked by naloxone in rodents. Furthermore uliginosin B inhibits monoamine reuptake
in rat brain, especially dopamine. The aim of this study was to assess the
antinociceptive effect of uliginosin B in the hot-plate and acetic acid induced writhing,
in mice, as well as to evaluate the involvement of opioid system and dopaminergic
neurotransmission by using in vivo pharmacological antagonisms and bindings assays.
Uliginosin B (90 mg/kg, p.o.) presented antinociceptive effect in hot-plate and
abdominal writhing tests. The uliginosin B effect on thermal nociception was dose-
dependent (5-90 mg/kg, 1.p.) and occurred at doses that did not impair the motor
coordination (15 mg/kg, i.p.; 90 mg/kg, p.o.). At higher dose (90 mg/kg, i.p.) uliginosin
B also presented ataxic effect in the rotarod apparatus. The antinociceptive and ataxic
effects seem to be mediated by distinct receptors since the effect on the hot-plate was
completely abolished by naloxone (uliginosin B 15 mg/kg, 1.p.) and sulpiride (uliginosin
B 15 mg/kg, i.p. and 90 mg/kg, i.p) but it was unaffected by SCH 23390, whereas the
impairment induced by uliginosin B (90 mg/kg, i.p.) on the mice rotarod performance
was completely prevented by naloxone and partially by sulpiride and SCH 23390.
However, receptors activation seems to be indirect in any case because uliginosin B did
not alter [*>S]-GTPyS binding in the thalamus and striatum, nor affected [’H]-naloxone,
[*H]-SCH 23390 and [3H]—su1piride binding in rat forebrain and striata membranes.
Thus, probably the effects of uliginosin B are at least in part due to its ability to inhibit
monoamine reuptake with consequent activation of dopamine receptors and indirect

stimulation of opioid system.

Keywords: uliginosin B; phloroglucinol; antinociceptive; Hypericum.
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Na busca por novos agentes terapéuticos ¢ reconhecida a grande diversidade
quimica oferecida pelos produtos naturais. Muitos exemplos de foirmacos, amplamente
empregados na terapéutica, obtidos de fontes naturais podem ser citados: vincristina,
utilizada no tratamento de leucemia infantil e linfomas; paclitaxel, utilizado no
tratamento de cancer de ovario e pescog¢o; galantamina, utilizada no tratamento de

Alzheimer; morfina, potente analgésico de acdo central; entre outros (Rates, 2001).

Floroglucinois sao moléculas presentes em diversas espécies vegetais, entre elas
Humulus lupulus, Elaphoglossum sp., Hypericum perforatum (St. Johns’ wort) e outras
espécies do género Hypericum. Este grupo de moléculas apresenta atividades
biologicas, tais como antimicrobiana (Jayasurya et al., 1991; Rocha et al., 1995,
Saddige et al., 2010), ansiolitica (Zanoli et al., 2005), antidepressiva (Linde et al., 2008;
Viana et al., 2005) e antinociceptiva (Adbel-Salam, 2005; Galeotti et al., 2010a).

A atividade antidepressiva de H. perforatum, ja utilizado na clinica, ¢ atribuida a
presenca de flavonodides, hipericina (naftodiantrona) e hiperforina (floroglucinol) (Linde
et al., 1996, 2008; Whiskey et al., 2001; Kasper e Dienel, 2002; Roder et al. 2004,
Butterweck e Schimidt, 2007; Caccia e Gobbi, 2009; Nahrstedt e Butterweck, 2010). A
potencial atividade antidepressiva de espécies de Hypericum nativas do estado do Rio
Grande do Sul (Brasil) também vem sendo estuda. Extratos lipofilicos de H.
polyanthemum e H. caprifoliatum foram ativos em um modelo animal preditivo para
atividade antidepressiva (Daudt et al., 2000; Viana, 2007). Esta atividade parece
depender da ativa¢do da neurotransmissdo dopaminérgica (Viana et al., 2005; Rates et
al., 2010). Estudos visando elucidar o mecanismo de agdo antidepressiva demonstraram
que estes extratos, bem como uma fracdo enriquecida em derivados floroglucinois
diméricos obtida de H. caprifoliatum inibem a recaptagdo de monoaminas de modo
concentracdo-dependente, especialmente de dopamina. Porém, diferente dos
antidepressivos disponiveis no mercado, este aumento de dopamina, serotonina e
noradrenalina na fenda sindptica ndo ocorre devido a ligagdo aos transportadores
monoaminérgicos (Rates et al., 2010; Viana et al., 2005 ¢ 2006). Além disto, em ensaios
ex-vivo, H. polyanthemum e H. caprifoliatum alteraram a ligagio [*H]-GTPyS
estimulada por monoaminas a proteina G (Rates et al., 2010). Este conjunto de dados

permite sugerir que H. polyanthemum e H. caprifoliatum apresentam potencial efeito



antidepressivo por aumentar a disponibilidade de monoaminas e estimular a ligagao

delas aos seus receptores (Viana, 2007).

Na clinica farmacos antidepressivos sao comumente empregados no tratamento
da dor cronica (Morgan e Franklin, 1991; Frussa-Filho et al., 1996; Altier e Steward,
1998; Gilbert e Franklin, 2001; Amr e Yousef, 2010; Bradley et al., 2010; Skljarevski et
al., 2010). Sabe-se que antidepressivos triciclicos (inibidores da recaptacdo de
monoaminas) sao o tratamento mais eficiente para a dor neuropatica quando
comparados aos inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina, anticonvulsivantes,
capsaicina e analgésicos opioides (Sindrup e Jensen, 1999; Dufty, 2010; Finnerup et al.,
2010; Garcia et al., 2010). A amitriptilina (antidepressivo triciclico) inibe a hiperalgesia
mecanica em roedores submetidos a lesdao do nervo periférico enquanto analgésicos
como a indometacina (inibidor da ciclooxigenase) e morfina (analgésico opioide) nao
apresentam efeito (Yasuda et al., 2005). Além disto, a amitriptilina também reverte a
hiperalgesia mecanica induzida por lesdo da medula espinhal (Densmore et al., 2010).
Outros antidepressivos, como desipramina (antidepressivo triciclico) e maprotilina
(antidepressivo tetraciclico) apresentam efeito antinociceptivo no teste da placa
aquecida (Ripoll et al., 2006). Autores ainda apontam a interagdo entre antidepressivos
monoaminérgicos e o sistema opioide como mediadores da antinocicepg¢do. Parece que
antidepressivos induzem a liberacao de peptideos opioides enddgenos responsaveis pelo

efeito antinociceptivo (Gray et al., 1998; Wattiez et al., 2011).

E neste contexto que se insere a pesquisa do género Hypericum. Estudos relatam
atividade antinociceptiva para H. perforatum no teste do reflexo de retirada da cauda
(Ozturk et al., 1996, Kumar et al., 2001), na placa aquecida, no teste das contor¢des
abdominais induzidas por acido acético (Galeotti et al, 2010a; Kumar et al., 2001) e em
modelos de dor neuropatica (Galeotti et al., 2010b). Entretanto, outro estudo mostrou
que o extrato hidroalcoolico de H. perforatum ndo apresentou efeito nos testes do

reflexo de retirada da cauda e placa aquecida (Gambara et al., 1999).

O tratamento com um extrato comercial de H. perforatum padronizado em
hipericina (0,3%) e hiperforina (3,2%) demonstrou efeito antinociceptivo no teste da
formalina, este efeito ndo foi prevenido pelo tratamento com naloxona (antagonista de
receptores opioides) (Uchida et al., 2008). Por outro lado, este mesmo extrato parece

interagir com o sistema opioide por potenciar o efeito antinociceptivo da morfina



(Uchida et al., 2008). Outro estudo mostrou que o efeito antinociceptivo demonstrado
para H. perforatum no teste das contorgdes induzidas por acido acético foi bloqueado
por naloxona (Subhan et al., 2007). Além da atividade antinociceptiva também foi
relatada atividade anti-inflamatoria para H. perforatum (Tedeschi et al., 2003; Hammer

etal., 2007 € 2010).

Estudos foram realizados com os principais compostos isolados de H.
perforatum. Ensaios de radioligacdo demonstraram afinidade da hipericina por
receptores o, com 48% de inibicdo da ligacdo especifica (Raffa, 1998). Atividade
antinociceptiva foi descrita para hipericina no teste da placa aquecida e no teste das
contor¢des abdominais. Este efeito parece depender da inibigdo da atividade da proteina
cinase C (PKC) e ¢ inalterado pelo pré-tratamento com antagonista de receptores
opioides (naloxona) (Galeotti et al., 2010a). Recentemente, Galeotti e colaboradores
(2010b) também sugeriram que a hipericina € a responsavel pelos efeitos de um extrato
padronizado de H. perforatum em modelos animais de dor neuropatica e que a sua
atividade sobre PKC esta na base deste efeito. Porém, um estudo em humanos com dor
neuropatica, usando medicamento padronizado em hipericina, ndo mostrou diferenca

em relacdo ao placebo (Sindrup et al., 2000).

Para a hiperforina, derivado floroglucinol de H. perforatum, experimentos in
vitro indicaram um possivel efeito antinociceptivo, uma vez que ela bloqueia canais de
sodio e inibe receptores dependentes de ATP envolvidos na transdugdo do estimulo de
dor (Kristhal et al., 2001). Recentemente, o efeito antinociceptivo da hiperforina foi
confirmado no teste da placa aquecida e no teste das contor¢des abdominais. Este efeito
parece depender da ativagdo do sistema opioide (Galeotti et al., 2010a). Embora Gobbi e
Mennini (2001) mostraram, em ensaios in vitro, que a hiperforina e analogos ndo se
ligam a receptores do tipo o (Mennini e Gobbi, 2004), enquanto o trimetoxibenzoato de
hiperforina, testado ex vivo, reduz a ligacdo a estes mesmos receptores (Pirona et al.,

2002, Cervo et al., 2004).

Ainda foi relatada atividade anti-inflamatdria para a hiperforina (Schempp et al.,
2003). Este acilfloroglucinol parece atuar inibindo linfocitos T (Schempp et al., 2000),
cicloxigenase-1, lipoxigenase-5 (Albert et al., 2002), interleucina-8 (Zhou et al., 2004) e

outros fatores pro-inflamatodrios (Medina et al., 2006).



Sabe-se também que a hiperforina apresenta efeito antidepressivo, possivelmente
por inibir a recaptacdo sinaptossomal de monoaminas, glutamato e 4acido gama-
aminobutiruco (GABA) (Chatterjee et al., 1998a,b, 1999; Gobbi et al., 1999; Miiller et
al., 1998, 2001; Wonnemman et al., 2000) com eficacia semelhante (Miiller, 2003). Este
mecanismo multireceptor pode estar associado a mudangas adaptativas nos receptores
(Beerhues, 2007) geradas pela ativacdo de canais i6nicos ndo-seletivos (Marsh e Davies,
2002, Treiber et al., 2005) que alteram as concentragdes intracelulares dos ions sodio,
potassio e calcio (Fisunov et al., 2000; Singer et al., 1999). Estas mudancas na
homeostase afetam a sinalizagdo via proteina G acoplada aos receptores metabotropicos

envolvidos no efeito antidepressivo da hiperforina (Feisst e Werz, 2004).

Outras espécies de Hypericum, tais como H. calycinum, H. grandifolium e H.
triquefolium demonstraram atividade antinociceptiva nos modelos animais: teste do
reflexo de retirada da cauda, teste da formalina e teste das contor¢cdes abdominais
induzidas por 4cido acético (Apaydin et al., 1999; Bonkanka et al., 2011; Ozturk et al.,
1996). H. brasiliense e H. cordatum apresentaram atividade no teste da placa aquecida e
no teste do reflexo de retirada da cauda (Mendes et al., 2002). As espécies H.
canariense, H. glandulosum, H. reflexum, H. empetrifolium e H. brasiliense
demonstraram efeito antinociceptivo em testes como reflexo de retirada da cauda,
inibicao das contor¢des abdominais e placa aquecida, e também demonstraram atividade
anti-inflamatdria, em testes de edema de pata ou orelha induzido por diferentes agentes
algogénicos (Trovato et al., 2001; Rabanal et al., 2005; Sanchez-Mateo et al., 2002;
Perazzo et al., 2008).

Estudos preliminares do efeito antinociceptivo de espécies de Hypericum nativas
do Rio Grande do Sul (Brasil) foram positivos para extratos metanolico e lipofilico de
H. caprifoliatum no teste da placa aquecida (Viana et al., 2003). Além disto, o extrato
ciclo-hexanico foi capaz de reduzir o nimero de contor¢des abdominais induzidas por
acido acético em camundongos. Também foi verificado que o extrato ciclo-hexénico de
H. polyanthemum apresenta efeito antinociceptivo no teste da placa aquecida e no teste
de contor¢des abdominais induzida por acido acético (Haas et al., 2010; Viana et al.,
2003). Ambos os extratos tiveram seus efeitos na placa aquecida prevenidos pelo pré-
tratamento com naloxona, mostrando que a ativacdo do sistema opioide ¢ importante

para o efeito antinociceptivo (Haas et al., 2010; Viana et al., 2003). Embora ensaios ex



vivo tenham mostrado que estes mesmos extratos lipofilicos nio alteram a ligagio [*°S]-
GTPyS estimulada por DAMGO (um peptideo opioide sintético) em preparados de

membrana de talamo de ratos (Viana, 2007; Rates et al., 2010).

Espécies de Hypericum nativas do sul do Brasil apresentam xantonas,
flavonoides, benzopiranos e derivados floroglucinois como os principais responsaveis
pelas atividades biologicas. Os derivados floroglucinois sdo estruturas diméricas
formadas por um dacido filicinico e uma porcao floroglucinol. Os compostos diméricos
frequentemente apresentam um nucleo benzopirano, formado pela ciclizacdo de uma
unidade prenila com um grupo hidroxil adjacente. Em algumas espécies brasileiras de
Hypericum também ¢é comum a ocorréncia de compostos formados pelo nucleo
benzopirano na forma de um mondémero. Normalmente, benzopiranos livre ou cromenos
sdo raros em espécies de Hypericum, estes compostos foram isolados apenas de algumas
espécies, como H. revolutum Vahl. (Décosterd et al., 1986). Moléculas com esse padrao
estrutural tem sido propostos como marcadores quimiotaxondmicos para as espécies de
Hypericum nativas do Rio Grande do Sul (Brasil), pois diferem dos acilfloroglucinois
hiperforina e ad-hiperforina, presentes em H. perforatum (Européia), que possuem um
esqueleto biciclononano prenilado (von Poser et al., 2006). Além disto, as espécies de
Hypericum nativas do sul do Brasil (Figura 1A) ndo apresentam glandulas negras
(Ferraz et al., 2002), responsaveis pela produgdo de hipericina e pseudohipericina em

outras espécies, como H. perforatum (Figura 1B) (Robson, 1990).

Figura 01: Hypericum caprifoliatum (A) e Hypericum perforatum (B).

Algumas destas substidncias apresentaram atividade antidepressiva e

antinociceptiva. O flavonoide hiperosideo (Figura 2A), abundante em espécies de



Hypericum, apresentou atividade do tipo antidepressiva dependente da
neurotransmissdo dopaminérgica em roedores (Haas et al., 2011). Neste mesmo estudo
Haas e colaboradores (2011) mostraram que o tratamento com hiperosideo nao
apresenta efeito antinociceptivo nos testes das contor¢des induzidas por acido acético e
placa aquecida, embora Rylsky e colaboradores (1979) tenham demonstrado efeito na

placa aquecida em doses menores de hiperosideo.

O benzopirano HP1 (Figura 2B), isolado de H. polyanthemum (Ferraz et al.,
2001), apresentou efeito antinociceptivo nos testes das contor¢cdes abdominais e na
placa aquecida. A a¢do antinociceptiva foi bloqueada pela pré-administragdo de
naloxona no modelo da placa aquecida (Haas et al., 2010). Estes resultados indicam que
o HP1 pode estar contribuindo para o efeito antinociceptivo mediado pelo sistema

opioide previamente relatado para H. polyanthemum (Viana et al., 2003).

O hiperbrasilol B (Figura 2C) um derivado floroglucinol dimérico obtido de H.
caprifoliatum e H. connatum, apresentou efeito em um modelo animal preditivo para a
atividade antidepressiva. Este composto também apresentou efeito antinociceptivo no
teste da placa aquecida em doses que ndo comprometem a coordenacdo motora avaliada

no aparato rota-rod (Stolz et al., 2010).

A uliginosina B (Figura 2D), um derivado floroglucinol dimérico identificado
em H. myrianthum (Ferraz et al., 2002), H. carinatum, H. polyanthemum (NOor et al.,
2004) e H. caprifoliatum (Nor et al., 2007), teve recentemente sua estrutura
tridimensional elucidada por Leal e colaboradores (2010), apresentou efeito preditivo
para a atividade antidepressiva no teste do nado for¢cado. Este efeito foi abolido pelo
pré-tratamento com SCH 23990 e sulpirida, indicando o envolvimento dos receptores
dopaminérgicos D; e D; no efeito antidepressivo (Rates et al., 2010; Viana, 2007). Estes
resultados corroboram com ensaios in vitro realizados para a uliginosina B, mostrando

que ela inibe a recapta¢do sinaptossomal de monoaminas, especialmente dopamina

(Rates et al., 2010).



R= galactose Ri=CH; R,=CHj;

Figura 2: Estrutura de compostos isolados de espécies de Hypericum nativas do

sul do Brasil: (A) hiperosideo; (B) HP1; (C) hiperbrasilol B; (D) uliginosina B.

Assim, o objetivo deste estudo foi investigar o possivel envolvimento da
uliginosina B na atividade antinociceptiva demonstrada para H. polyanthemum e H.
caprifoliatum nos testes da placa aquecida e das contor¢des abdominais induzidas por
acido acético em camundongos, bem como avaliar o0 mecanismo de a¢do antinociceptiva
da uliginosina B, através da manipulagdo farmacologica dos sistemas opioide e da
neurotransmissdo dopaminérgica na placa aquecida e no rota-rod e em ensaios de
radioligacdo a receptores opioides e dopaminérgicos. Os ensaios in vivo foram
realizados no Laboratorio de Psicofarmacologia Experimental da Faculdade de
Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul — Brasil e os experimentos in
vitro foram realizados na Unité de Neuropsychopharmacologie Expérimentale da

Université de Rouen — France, sob supervisao do Dr. Jean Claude do Rego.
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Nesta dissertagdo foi realizado um estudo sobre o efeito antinociceptivo da
uliginosina B, um derivado floroglucinol presente em espécies de Hypericum nativas do
sul do Brasil. Demonstramos que o tratamento com uliginosina B via oral reduz o
numero de contor¢des abdominais induzidas por acido acético em camundongos. Este
modelo de nocicepgdo periférica ¢ frequentemente usado para triagem de novos
compostos com potencial agdo antinociceptiva, embora seja um teste inespecifico para
deteccao de analgésicos, uma vez que bloqueadores adrenérgicos, anti-histaminicos,
relaxantes musculares, inibidores da monoamina oxidase e neurolépticos também
inibem as contor¢des abdominais (Le Bars et al., 2001). Por outro lado, o modelo da
placa aquecida apresenta maior seletividade para substincias que atuam a nivel supra-
espinhal, como analgésicos opioides (Le Bars et al., 2001). Neste modelo, os grupos
tratados com uliginosina B (15 mg/kg, i.p. ¢ 90mg/kg, v.o.) apresentaram efeito
antinociceptivo, em doses que ndo comprometem a performace motora no rota-rod.
Além disto, uliginosina B (i.p.) apresentou efeito antinociceptivo dose-resposta na placa

aquecida, sendo 10mg/kg (i.p) a menor dose efetiva e 15 mg/kg (i.p.) o plato do efeito.

Na investigacao dos sistemas de neurotransmissao envolvidos observamos que o
efeito antinociceptivo do grupo tratado com uliginosina B 15 mg/kg (i.p.) foi abolido
pelo pré-tratamento com naloxona (antagonista inespecifico dos receptores opioides),
indicando o envolvimento do sistema opioide. Este resultado nos permite sugerir que a
uliginosina B participa do efeito antinociceptivo descrito para H. caprifoliatum e H.
polyanthemum, também bloqueados por naloxona (Viana et al., 2003; Haas et al., 2010).
Interessantemente, o pré-tratamento com naloxona nao alterou o efeito antinociceptivo
do grupo tratado com uliginosina B 90 mg/kg (i.p.), indicando que outros mecanismos

também devem estar envolvidos.

O pré-tratamento com SCH 23390 ndao modificou o efeito antinociceptivo da
uliginosina B, uma vez que ndo afetou o tempo de laténcia dos camundongos para pular
ou lamber uma das patas posteriores, indicando que os receptores dopaminérgicos
D,/Ds nao estdo envolvidos no efeito antinociceptivo da uliginosina B. Enquanto o pré-
tratamento com sulpirida bloqueou o efeito antinociceptivo de uliginosina B 15 ¢ 90
mg/kg (i.p.), mostrando que os receptores dopaminérgicos D,/D3/Ds; também
contribuem para o efeito antinociceptivo. O envolvimento dos receptores

dopaminérgicos no efeito anti-imobilidade dos extratos de H. caprifoliatum e H.
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polyanthemum no teste do nado forcado havia sido previamente demonstrado por nosso
grupo (Viana et al., 2005, 2006 e 2007), este resultado sugere que os efeitos

antinociceptivo e anti-imobilidade podem estar relacionados.

O tratamento com uliginosina B (90 mg/kg, 1.p.) em doses elevadas, cerca de dez
vezes a minima dose efetiva, provocou efeito ataxico nos camundongos, reduzindo o
tempo de permanéncia e aumentando o numero de quedas no rota-rod. Sabe-se que este
efeito pode ser indicio de neurotoxicidade (Pearl et al., 1969). Este prejuizo motor
causado pelo tratamento com uliginosina B (90 mg/kg, i.p.) foi completamente abolido
pelo pré-tratamento com naloxona e parcialmente bloqueado por SCH 23390 e
sulpirida, mostrando que tanto a ativacdo do sistema opioide quando a ativagdo dos

receptores dopaminérgicos das familias D; e D, sdo importantes para o efeito motor.

A partir destes dados, ¢ razodvel supor que receptores opioides e
dopaminérgicos apresentam importancia distinta para o efeito antinociceptivo e
comprometimento motor induzidos pela administragdo aguda de uliginosina B em
camundongos. Nossos resultados mostram que a ativacdo dos receptores D; ¢
fundamental apenas para o efeito motor, enquanto os receptores D, e opioides estdo
envolvidos em ambos os efeitos. Contudo, ainda ¢ cedo para descartarmos o
envolvimento de todos esses receptores no efeito motor e antinociceptivo. Nossos
resultados indicam que de acordo com a dose de uliginosina B testada e modelo animal
utilizado as respostas sdo diferentes, entdo estes achados podem estar associados apenas

a uma questao de sensibilidade das drogas.

Ainda com o objetivo de avaliar o efeito da uliginosina B sobre receptores
dopaminérgicos e opioide foram realizados ensaios in vitro. A uliginosina B nao foi
capaz de estimular a ligagao [358]-GTPVS em preparados de membranas de tdlamo
(enriquecida em receptores opioides) e corpo estriado (enriquecida em receptores
dopaminérgicos) de ratos. Uma vez que a ligagio [*°S]-GTPyS a proteina G ocorre
apenas na presenca de agonistas do receptor de interesse, podemos concluir que a
uliginosina B ndo ¢ um agonista direto dos receptores opioides ou dopaminérgicos.
Além disto, ensaios de radioligagdo mostraram que a uliginosina B ndo desloca a
ligagio de [H]-naloxona a receptores opioides em preparados de membrana do
prosencéfalo nem deslocaram a ligagdo de [*H]-SCH 23390 ou [*H]-sulpirida a

receptores dopaminérgicos em preparados do corpo estriado de ratos. Estes dados
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permitem afirmar que a uliginosina B além de ndo ativar também ndo se liga a
receptores dopaminérgicos e opioides. Deste modo, os efeitos antinociceptivo e atdxico
observados sdo indiretos ou resultado da acdo de um metabolito formado apos
administracao in vivo da uliginosina B. Para descartar o envolvimento de metabolitos
como mediadores dos efeitos in vivo estdo previstos estudos de farmacocinética da
uliginosina B (i.p. e v.0.), que permitem a identificagdo e quantificacdo deste

floroglucinol e de seus metabdlitos a nivel periférico e central.

EmboraApesar da uliginosina B nao se ligar a receptores dopaminérgicos, Viana
(2007) demonstrou que este floroglucinol inibe a recaptagdo sinaptossomal de
monoaminas, com maior poténcia para dopamina. Assim, o efeito dopaminérgico
relatado para a uliginosina B neste trabalho, pode ser resultado deste aumento de
dopamina na fenda sinaptica. Estudos sugerem o envolvimento da via dopaminérgica
mesolimbica na supressdo da dor tonica (Altier e Stewart, 1998). Além disto, outros
autores mostraram que agonistas dopaminérgicos ou drogas que aumentam a
disponibilidade de dopamina ativam o sistema opioide, possivelmente através do
aumento na liberagdo de peptideos opioides endogenos (Gray et al., 1998; Kamei e
Saitoh, 1996; Millan, 2002; Soderman et al., 2009; Zarrindast et al, 1999). Acao
semelhante pode estar implicada nos resultados obtidos com o tratamento com
uliginosina B. Para confirmar estes achados estdo planejados estudos de microdialise
em ratos acordados para verificar a liberacdo de dopamina em diferentes estruturas
encefélicas, bem como avaliar se o tratamento com uliginosina B induz aumento na

liberagdo de peptideos opioides endogenos.

Os resultados desta pesquisa, somados a estudos prévios do nosso grupo para
espécies de Hypericum sulbrasileiras mostram que compostos fendlicos com nucleo
benzopirano, como a uliginosina B, sdo um padrio estrutural com atividade no sistema
nervoso central. Varios estudos corroboram com esta conclusdo: uma fragao enriquecida
em derivados floroglucinois obtida de H. caprifoliatum apresentou efeito preditivo de
atividade antidepressiva no teste do nado for¢cado (Viana et al., 2005, 2006); a
uliginosina B e o hiperbrasilol B além da atividade antidepressiva também apresentaram
efeito antinociceptivo (Viana, 2007; Stolz et al., 2010); HP1 também demonstrou efeito
antinociceptivo (Haas et al., 2010). Além destes compostos ja testados, espécies

brasileiras de Hypericum apresentam outras substincias com este mesmo padrio
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estrutural, como monomeros de benzopirano, benzofenonas, xantonas e derivados

diméricos de floroglucinol (Ferraz et al., 2001; von Poser et al., 2006).

Diversas outras moléculas naturais ou sintéticas que apresentam o nucleo
benzopirano tém atividades farmacologicas, como anti-inflamatério, antitérmico
(Prasanna et al., 2004; Eissa et al., 2009), inibidor da cicloxigenase (Gierse et al., 2008)
e inibidor de reflexos neurovasculares induzidos no nervo trigémeo (Parsons et al.,
2001). Além disto, estudos clinicos relatam o uso de derivados floroglucinol para o
tratamento da dor em sindromes do colon irritavel e ardéncia bucal (Cargill et al., 1992;

Ducrotte et al., 2005; Jafri et al., 2006; Chassany et al. 2007; Sardella et al., 2008).

De tal modo, podemos sugerir que derivados de floroglucinol e monomeros de
benzopirano representam um padrdo molecular promissor para o desenvolvimento de
antidepressivos e analgésicos. Neste contexto, nossos resultados corroboram a idéia de
que substancias derivadas de plantas tém papel revelante como fonte de novas
substancias com mecanismos de ac¢do inovadores (Calixto et al., 2000; Rates, 2001;

Rollinger et al. , 2006).

Em conclusdo, nossos resultados mostram que a uliginosina B induz efeito
antinociceptivo e atédxico dependentes das doses e vias testas. Os dados in vivo indicam
que receptores opioides e D, estdo envolvidos em ambos efeitos, enquanto os receptores
D, parecem ser importantes apenas para o efeito atdxico. Contudo, ensaios in vitro
mostraram que a uliginosina B ndo se liga nem ativa receptores dopaminérgicos €
opioides. Baseando-se em estudos anteriores (Viana et al., 2005; Viana, 2007), o efeito
antinociceptivo e atdxico da uliginosina B pode ser resultado do aumento de
monoaminas na fenda sindptica ou ainda a¢do de um metabdlito nestas vias. Estes
resultados somados a outras pesquisas do nosso grupo fornecem evidéncias de que o
esqueleto de benzopirano merece mais estudos. Este padrao estrutural pode representar

uma nova classe de fArmacos para o tratamento da dor e da depressao.
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