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RESUMO

EXTRATO BRUTO DE Vitex megapotamica APRESENTA EFEITO
ANTINOCICEPTIVO E TIPO-ANTIDEPRESSIVO EM RATOS

AUTOR: Fernanda Regina Hamann
ORIENTADOR: Maribel Antonello Rubin
COORIENTADORA: Sara Marchesan de Oliveira

Vitex megapotamica (Spreng) Moldenke é uma &rvore nativa da Ameérica do Sul,
conhecida popularmente como Taruma, que tem sido utilizada na medicina popular para
o tratamento de doencas inflamatdrias. Embora os efeitos de V. megapotamica em
modelos animais de dor inflamatdria e depressdo sejam desconhecidos até 0 momento,
uma andlise fitoquimica preliminar das folhas de V. megapotamica revelou a presenca
de flavonoides, compostos que apresentam atividade anti-inflamatoria e tipo-
antidepressiva j& descritas na literatura, além de evidéncias de que outras plantas do
mesmo género Vitex apresentam efeito antinociceptivo dependente do sistema opioide e
de modulacdo do humor. Neste estudo investigamos se 0 extrato bruto das folhas de V.
megapotamica causa efeitos antinociceptivo e tipo-antidepressivo em modelos de
inflamacédo cronica e depressdo induzida por adjuvante completo de Freund (CFA). A
inflamacédo cronica e o comportamento tipo-depressivo foram induzidos pela injecdo
intraplantar de CFA (100 pl/pata) em ratos. O efeito do extrato bruto de V.
megapotamica (VmE; 3-30 mg/kg, v.0.) sobre parametros nociceptivos (hiperalgesia
térmica, alodinia mecéanica e escore de artrite), inflamatorios (edema de pata e atividade
da mieloperoxidase), tipo-antidepressivo (teste do nado forgado), atividade locomotora
(teste do campo aberto), transito gastrointestinal, hiperalgesia e sindrome de retirada de
morfina desencadeada por naloxona foram avaliados. Naloxona (0.4 mg/kg, i.p.) foi
usada para investigar o envolvimento do sistema opioide sobre os efeitos de VmE. O
extrato bruto causou efeitos antinociceptivo e tipo-antidepressivo em um modelo de
inflamacéo cronica induzida por CFA, que foram blogqueados pela naloxona. VmE (10
mg/kg, v.0.) ndo alterou a atividade locomotora, funcdo gastrointestinal e parametros
inflamatorios, além de ndo causar hiperalgesia. V. megapotamica induziu seu efeito
antinociceptivo e tipo-antidepressivo de maneira dependente do sistema opioide, sem
apresentar atividade anti-inflamatoria. Esses resultados suportam o uso de VmE como
um novo analgésico e antidepressivo.

Palavras-chave: Taruma. CFA. Dor cronica. Depressao. Planta medicinal.



ABSTRACT

CRUDE EXTRACT OF Vitex megapotamica PRODUCES ANTINOCICEPTIVE
AND ANTIDEPRESSANT-LIKE EFFECTS IN RATS

AUTHOR: Fernanda Regina Hamann
ADVISOR: Maribel Antonello Rubin
CO-ADVISOR: Sara Marchesan de Oliveira

Vitex megapotamica (Spreng) Moldenke is a native tree of South America, popularly
known as Tarumd, has been used in folk medicine to treat inflammatory diseases.
Although the effects of V megapotamica in animal models of inflammatory pain and
depression have not been evaluated to date, a preliminary phytochemical analysis of
leaves of V. megapotamica revealed the presence of flavonoid, compounds that exhibit
anti-inflammatory and antidepressant-like effects described in literature, in addition to
evidence that other plants of the same genus Vitex have analgesic effect dependent on
the opioid system and mood modulation. This study investigated whether the crude leaf
extract of V. megapotamica exhibit antinociceptive and antidepressant-like effects in
models of chronic inflammation and depression induced by complete Freund's adjuvant
(CFA). Chronic inflammation and like-depressive behavior were induced by
intraplantar injection of CFA (100 ul/paw) in rats. The effect of oral crude extract of V.
megapotamica (VmE; 3-30 mg/kg, p.o.) on nociception (thermal hyperalgesia,
mechanical allodynia and arthritis score), inflammation (edema, myeloperoxidase
activity), antidepressant-like (forced swimming test), locomotor activity (open field),
gastrointestinal transit, hyperalgesia and naloxone-precipitated morphine withdrawal
syndrome was evaluated. Naloxone (0.4 mg/kg, i.p.) was used to investigate the
involvement of opioid system in the currently described effects of VmE. Crude extract
caused antinociceptive/antidepressant-like effects in the CFA-induced chronic
inflammation model, which was prevented by naloxone. The VmE extract (10 mg/kg,
p.0.) did not alter locomotor activity, gastrointestinal function and inflammatory
parameters and besides did not cause hyperalgesia. V. megapotamica induces opioid-
dependent antinociception and antidepressant-like effect, without anti-inflammatory
activity. The results support the use of VmE as a new analgesic and antidepressant.

Keywords: Taruma. CFA. Chronic pain. Depression. Medicinal plant.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOR

A dor ¢ definida, segundo a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP), como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a dano
tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal lesao” (LOESER e TREEDE,
2008). A percepcdo da dor € um fendmeno complexo, pois envolve dimensdes afetivas e
cognitivas além da dimens&o sensorial (transmissdo de um estimulo nocivo) tornando-se
uma experiéncia subjetiva e individual (NAVRATILOVA e PORRECA, 2014). Por
envolver fatores psicoldgicos e emocionais dificeis de serem avaliados em animais, a
dor em modelos experimentais é avaliada somente pelo seu componente sensorial,
conhecido como nocicepcao, termo que se refere aos processos neurais de codificacédo e
processamento de estimulos nocivos (LOOSER e TREEDE, 2008).

Para que um determinado estimulo doloroso, seja ele térmico, mecéanico ou
quimico, desencadeie sua resposta, é necessaria a ativacdo dos nociceptores localizados
na periferia. Os nociceptores sao terminacdes nervosas livres de neurdnios aferentes
primarios capazes de traduzir e codificar estimulos nocivos e de transmitir estas
informacdes até estruturas supra-espinhais envolvidas na percepcao da dor (WOOLF,
2010). Os corpos celulares dos nociceptores que inervam o tronco, 0s membros e as
visceras sdo encontrados no ganglio da raiz dorsal (DRG), ja os nociceptores que
inervam a cabeca, a cavidade oral e o pescoco sédo encontrados no ganglio trigeminal
(GT) (BASBAUM, 2009). A partir de cada fibra aferente primaria encontrada no DRG
partem duas terminacdes nervosas livres originadas de uma haste axonal comum, sendo
uma direcionada a tecidos periféricos e outra para a medula espinhal (BASBAUM,
2009). Os nociceptores sdo responsaveis por detectar estimulos nocivos ou
potencialmente nocivos, e podem tornar-se sensibilizados ap6s lesdo tecidual ou
estimulacdo repetida (BOVE e DILLEY, 2010).

Diferentes tipos de fibras aferentes sdo fundamentais para a transmissédo
sensorial periférica, as quais sdo divididas em duas classes. A primeira classe €
constituida por fibras do tipo A que podem ser AB ou Ad e a segunda classe é
constituida por fibras do tipo C. As fibras Ap sdo neurdnios mielinizados e de grande

didmetro, que apresentam uma velocidade de conducdo muito rapida do estimulo e
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respondem a estimulos de baixo limiar (ndo nocivos) como, por exemplo, um toque leve
sobre um membro do corpo, enquanto as fibras Ad, sdo neurdnios levemente
mielinizados e de médio didmetro, com uma velocidade de conducéo rapida e de forma
localizada do estimulo doloroso. J& a segunda classe de nociceptores é constituida por
fibras do tipo C, que sdo neurbnios de pequeno didametro e ndo mielinizados, que
apresentam uma velocidade de conducdo lenta do estimulo doloroso, regulando a dor
lenta e pulsante. As fibras do tipo C podem ser peptidérgicas (liberam peptideos como a
Substancia P e CGRP) ou ndo peptidérgicas (possuem receptores para a isolecitina B4 e
para o fator neurotréfico derivado de células gliais). Tanto as fibras Ad quanto as fibras
C estdo envolvidas na nocicep¢do mecanica, térmica e quimica e também na neuropatia
(BASBAUM et al., 2009; VOSCOPOULOS e LEMA, 2010).

Quando um determinado estimulo é capaz de ativar um nociceptor, ocorre a
geracdo de um potencial de acéo, que é conduzido a partir do local do estimulo até o
corno dorsal da medula espinhal (principalmente para as laminas I, Il) através de
neurdnios aferentes primarios de primeira ordem. Quando o potencial de acdo atinge as
terminagdes pre-sindpticas na medula espinhal, ocorre a abertura dos canais de calcio
dependente de voltagem com consequente influxo de calcio e liberacdo de uma
variedade de neurotransmissores estimulatérios (principalmente glutamato e substancia
P) na medula espinhal. Estes neurotransmissores ligam-se a receptores presentes em
neurbnios nociceptivos pdés-sindpticos (de segunda ordem) ativando-0s, 0s quais
conduzem as informacdes da medula espinhal até centros superiores. O estimulo
doloroso pode ascender até o trato espinotalamico em dire¢do ao tdlamo com auxilio
dos neurbnios de segunda ordem. Uma vez que o sinal tenha atingido o talamo,
neurdnios de terceira ordem conduzem esse estimulo até o cortex somatossensorial,
onde serdo atribuidos os aspectos discriminativos-sensoriais da dor, como por exemplo,
o local e o tipo de estimulo doloroso. Apos essa estimulacdo € possivel que ocorra uma
resposta reflexa desencadeada pelo estimulo nociceptivo, com o objetivo de afastar o
membro afetado da fonte do estimulo, ativando, assim, um neurénio motor reflexo. Ao
mesmo tempo, o estimulo doloroso pode ascender ainda pela via espinoparabraquial
amigdaloide que converge até o cértex cingulado e o cértex insular, o qual é capaz de
atribuir o componente afetivo emocional associado a experiéncia dolorosa, o qual ndo é
possivel medir em animais experimentais (SCHOLZ e WOOLF, 2002; BASBAUM et
al., 2009; WOOLF, 2010; GRACE et al., 2014).
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Véarios mecanismos moleculares e celulares operam, tanto em nivel de sistema
nervoso central quanto periférico, isoladamente ou em combinacdo para produzir as
diferentes formas de dor: nociceptiva, neuropatica ou inflamatéria (SCHOLZ e
WOOLF, 2002). A dor nociceptiva serve como um sistema fisioldgico de alerta precoce
ao organismo, sendo essencial para detectar e minimizar o contato com estimulos
potencialmente prejudiciais, evitando que o individuo permaneca em contato com o
agente agressor (WOOLF, 2010). Esse tipo de dor ocorre como resposta a estimulos
nocivos e continua apenas na presenca mantida deles.

O segundo tipo de dor, denominado de dor inflamatoria, ocorre em resposta a
uma lesdo tecidual e subsequente resposta inflamatoria (COSTIGAN et al., 2009).
Assim como a dor nociceptiva, a dor inflamatéria também é importante como resposta
fisiologica adaptativa e protetora do organismo. Ap6s o dano tecidual, ocorre um
aumento da sensibilidade dolorosa, que auxiliard no processo de cicatrizacdo da parte do
corpo atingida, criando uma situacdo que desencoraja o contato fisico e 0 movimento,
tornado-se assim uma sensacao dolorosa de carater protetor (WOOLF, 2010). Essa dor
resulta da ativagdo de células residentes, como os mastocitos, da infiltracdo de células
inflamatorias, como os neutrdfilos, macréfagos e da liberacdo de mediadores
inflamatdrios (como cininas, citocinas, prostaglandinas,) que promovem uma reducao
no limiar de ativacdo dos nociceptores e amplificacdo na resposta dos nociceptores que
inervam o tecido inflamado (sensibilizacdo periférica) (COSTIGAN et al., 2009). O
processo inflamatorio pode promover ainda uma sensibilizacdo central, gerando uma
resposta aumentada dos neurbnios nociceptivos do sistema nervoso central (WOOLF,
2010). Devido a essa hipersensibilidade gerada, pode-se observar nos pacientes o
aparecimento de uma resposta dolorosa a um estimulo que anteriormente era indcuo
(alodinia), uma percepcdo exacerbada de um estimulo anteriormente doloroso
(hiperalgesia) e também o aparecimento de dor espontanea (dor na auséncia de
estimulos) (COSTIGAN et al., 2009; WOOLF, 2010). A dor inflamatéria é causada pela
ativacdo do sistema imunoldgico apds lesdo ou inflamacdo, é ainda, uma das principais
caracteristicas do processo inflamatério e normalmente desaparece apds a cura da leséo
tecidual inicial (WOOLF, 2010). No entanto, em doencas cronicas, tais como artrite
reumatoide, a dor persiste durante tanto tempo quanto a inflamagéo é ativa (MICHAUD
et al., 2007). A liberacdo dos mediadores inflamatorios e consequente ativacdo dos

nociceptores encontram-se ilustradas na Figura 1.
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Figura 1- Representacdo esquematica da dor gerada durante o processo inflamatério.
Apos a lesdo tecidual ocorre a ativacdo de células residentes (mastocitos) e também
infiltracdo de células inflamatdrias, como os neutrofilos e macréfagos com consequente
liberacdo de mediadores inflamatérios, como histamina, prostaglandinas, serotononina e
cininas que modificam as propriedades de resposta dos nociceptores promovendo
sensibilizagdo periférica. Fonte: do autor; baseado em Scholz e Woolf, 2002
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Por fim, ha a dor neuropatica que é mal-adaptativa, ndo protetora e resultante do
funcionamento anormal do sistema nervoso (WOOLF, 2010). Essa dor patoldgica néo é
um sintoma de alguma doenca, mas sim um estado patoldgico que afeta o sistema
nervoso central ou periférico. Ela pode ocorrer em consequéncia de um dano no sistema
nervoso, mas também em condi¢fes onde ndo exista lesao (WOOLF, 2010; GRACE et
al., 2014). Ao contrario da dor nociceptiva que cessa ap0s a cura da lesdo, a dor
neuropética pode persistir indefinidamente e ndo tem carater protetor conduzindo na
maioria das vezes a uma reducdo das atividades diarias, depressao, ansiedade, convivio
social reduzido e em muitos casos a dor neuropatica prejudica a capacidade de trabalho
dos pacientes (JUNG et al., 2003; FIORE e AUSTIN, 2016).

A dor também pode ser retratada quanto ao seu tempo de duracdo como aguda
ou crénica. A dor aguda representa uma resposta protetora contra infecges ou danos
teciduais. Desta forma, ela pode ser vista como um mecanismo de adaptacdo que

permite a deteccdo de estimulos nocivos e, por sua vez, promove respostas



14

comportamentais adequadas para a cura da lesdo e aumento da sobrevivéncia do
individuo. Porém, quando ocorre a cura da lesdo e a resposta dolorosa perdura, ela passa
a ser denominada como dor cronica e ndo est4 mais relacionada com o dano do tecido,
portanto ndo é mais considerada uma funcdo fisiologica ou sintoma, mas sim uma
condicdo patologica (LOESER e MELZACK, 1999, WALKER et al., 2014). A IASP
estabelece que é dificil determinar quando a dor passa a ser considerada cronica pelo
seu tempo de duracgdo, pois na pratica ela pode variar de um més a mais de seis meses.
Entretanto o periodo de trés meses foi considerado o ponto mais conveniente de divisao
entre dor aguda e crénica (FAYAZ et al., 2016).

1.1.1 Dor cronica e depressao

Estudos epidemioldgicos realizados entre os anos 1990-2010 apontaram que 15-
25% da populacdo adulta sofre com algum tipo de dor crénica em algum momento da
vida, e que em pessoas com mais de 75 anos esse numero pode chegar a 62% (BLYTH
etal., 2001; FAYAZ et al., 2016). No Brasil, estima-se que 15-40% da populagéo sofreu
com algum tipo de dor crénica, variando conforme a regido do pais (SBED, 2013).
Quando a dor evolui para o estado crbnico, torna-se um problema de saude publica,
causador de morbidade, auséncia ao trabalho e incapacidade temporaria ou permanente,
gerando elevados custos aos sistemas de satde (SA et al., 2009). O custo total gerado
para a sociedade no ano de 2011, somente nos EUA, incluindo os custos indiretos da
dor crbnica devido a produtividade econdmica inferior foi estimado em 560- 635
bilhGes de ddlares — maior do que o custo de doencas cardiacas, cancer ou diabetes
(NHI, 2011).

A dor crbnica apresenta um componente afetivo negativo e estd intimamente
relacionado com a ansiedade e a depressdo (BAIR et al., 2008). Sabe-se que o aumento
nos niveis das citocinas pré-inflamatorias em processos inflamatdrios cronicos esta
estreitamente relacionado com quadros de depressdo. Estudos ja demonstraram que
pacientes com doencas inflamatorias periféricas cronicas, como a artrite-reumatoide,
apresentam um aumento nos niveis das citocinas IL-1f3, IL-6 e TNF-a circulantes os
quais estdo associados com sintomas de depressdo (ZHU et al., 2006). Além disso, outro
estudo ja demonstrou que a administracdo intracerebroventricular de TNF-a em

camundongos produz alteragfes comportamentais semelhantes com as apresentadas por
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pacientes depressivos (MANOSSO et al., 2013). Estima-se que mais de 50% dos
pacientes que sofrem de dor cronica também expressem sintomas clinicamente
diagnosticaveis de depressdao (DWORKIN e GITLIN, 1991).

Embora o mecanismo da relagéo entre a dor e a depresséo ndo seja totalmente
compreendido, existem algumas hipdteses que tentam explica-lo: a "hipotese
antecedente”, em que a depressdo precede o desenvolvimento da dor crénica, a
"hipoOtese consequéncia”, em que a depressdo é uma consequéncia da dor crénica, e a
"hipdtese da patogénese comum”, em que a depressao e dor crénica permanecem sendo
doencgas distintas, mas compartilham alguns mecanismos patogénicos comuns, como
uma via neurologica partilhada (LACERDA et al., 2009; SINGH et al., 2015). A
resposta a estimulos fisicos dolorosos ¢ modulada no cérebro com auxilio de pelo
menos quatro neurotransmissores: substancia P, fator de liberagdo de corticotrofina,
serotonina e noradrenalina (TENG et al.,, 2005). Sabe-se que a serotonina e a
noradrenalina também afetam o humor. Pacientes com a comorbidade dor cronica-
depressdo apresentariam uma menor disponibilidade de neurotransmissores centrais,
principalmente da serotonina e da norepinefrina, o que poderia explicar a ligacdo entre
os sintomas fisicos dolorosos e depressdo (SINGH et al., 2015, TENG et al., 2005).
Quando um paciente com depressao se queixa de que ele esta sentindo dor fisica, pode
haver uma razdo quimica para isto (SINGH et al., 2015). Essa teoria € reforcada pelo
fato de que tanto os antidepressivos triciclicos (que agem inibindo a receptacdo de
serotonina e de noradrenalina) quanto os inibidores seletivos da receptacdo de
serotonina costumam ser eficazes para o tratamento da depressdo e também da dor
crénica (PIMENTA et al., 2000, TENG et al., 2005).

Trabalhos realizados com pacientes que apresentam a comorbidade dor cronica-
depressdo evidenciaram que eles eram mais propensos a incapacidade e auséncia no
trabalho devido a complicacBes de salde, apresentam menor aceitacdo a dor e dor
generalizada (RAYNER et al, 2016), procuram atendimento médico mais
frequentemente do que pacientes que apresentam somente dor cronica (ANDERSSON,
2009), e sdo menos propensos a procurar cuidados de saude mental do que pacientes
que apresentam somente depressdao (BAO et al., 2003). Além disso, ja foi demonstrado
gue pacientes que apresentam a comorbidade dor crénica-depressdao respondem menos

ao tratamento farmacoldgico convencional e este, por sua vez, torna-se menos eficaz na
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reducdo dos sintomas (RAYNER et al., 2016) e por isso 0s pacientes se tornam mais

propensos a usar tratamentos complementares e alternativos (BAO et al., 2003).

1.1.2 Modelo experimental de dor inflamatoria cronica induzida por CFA

Pesquisas realizadas em humanos sdo dificeis de serem controladas, sejam por
questdes éticas, pela interferéncia dos habitos diarios na resposta individual observada,
ou pela dificuldade de realizar testes repetidos, 0s quais se tornam exaustivos e
desgastantes (GOMES et al., 2014). Modelos animais que apresentem semelhanga com
a fisiopatologia da doenca humana sdo fundamentais para aprofundar o conhecimento
sobre diversas doencas, possibilitando a descoberta de novos tratamentos através de
diferentes modelos (CRYAN et al., 2002).

Diversos modelos animais sdo utilizados para avaliacdo de propriedades
antinociceptivas e mecanismos de acdo de novos farmacos analgésicos e anti-
inflamatdrios (AOKI et al., 2014), dentre eles um dos mais frequentemente utilizados
para mimetizar a dor causada por um processo inflamatério crénico é o modelo de
artrite induzida por adjuvante completo de Freund (CFA, do inglés Complete Freund's
adjuvant) (SANTOS et al., 2013). O CFA (substancia distinta dos antigenos que é capaz
de potencializar a ativacdo de linfocitos T e prolongar a resposta imunoldgica) €
composto por 6leo mineral com micobactéria (Mycobacterium tuberculosis) inativada
pelo calor (SANTOS et al., 2013; AOKI et al., 2014). O CFA é um agente indutor de
inflamacdo cronica que € capaz de ativar a resposta imunolodgica do organismo, levando
a producdo e liberacdo de citocinas e mediadores inflamatdrios (SILVA, 2009; AOKI et
al., 2014).

A administracdo intraplantar (i.pl.) de CFA na pata traseira de roedores resulta
em um intenso processo inflamatorio ao redor da &rea injetada, gerando sinais
inflamatdrios caracteristicos como hiperemia, edema e dor (LI et al., 2005). Ainda, esse
modelo pode gerar alodinia mecénica (estimulos anteriormente in6cuos passam a
produzir dor) e hiperalgesia téermica (resposta exagerada e prolongada a um estimulo
nocivo), semelhante aos sintomas comumente observados nos pacientes que sofrem de
dores inflamatdrias cronicas (COSTIGAN et al., 2009; AOKI et al., 2014). Por

reproduzir muitas caracteristicas semelhantes as observadas na doenca dos seres
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humanos, esse ¢ um modelo estabelecido para mimetizar a dor inflamatéria crénica em
roedores (SANTOS et al., 2013; AOKI et al., 2014).

Sabe-se que existe uma forte relacdo entre o processo inflamatério e o
comportamento depressivo em pacientes (RAISON et al., 2006; MACIEL et al., 2013).
Tem sido relatado que pacientes depressivos apresentam maiores niveis circulantes de
citocinas pré-inflamatorias (SCHMIDT et al.,, 2011) e que pacientes tratados com
interferon-a (utilizado para tratamento do cancer) tem maior propensdo a desenvolver
depressdo (CAPURON e MILLER, 2004). Estudos com animais mostram que a
administracdo de agentes inflamatorios como o lipopolissacarideo bacteriano (LPS) ou
citocinas pro-inflamatorias provocam um comportamento tipo-depressivo (DANTZER
et al., 2008; MACIEL et al., 2013). MACIEL e colaboradores (2013) caracterizaram o
comportamento tipo-depressivo em camundongos que apresentavam inflamag&o cronica
induzida por uma Unica injecdo intraplantar de CFA, através do aumento do tempo de
imobilidade em testes classicos para avaliar depressdo em roedores.

Por ser um modelo ja bem estabelecido para avaliar atividades antinociceptivas
de novas drogas, e por ja ter sido caracterizado como um modelo de comportamento
tipo-depressivo em roedores, 0 modelo de dor crénica induzida pelo CFA pode ser util

para avaliar efeitos de novas drogas sobre a comorbidade dor crénica-depressao.

1.1.3 Tratamento da dor

Apesar da grande quantidade de opcdes terapéuticas disponiveis atualmente para
o tratamento da dor crdnica, a grande maioria ndo oferece resultados satisfatdrios. Além
do alivio limitado da dor crénica obtido por farmacos, o tratamento torna-se ainda mais
dificil em funcdo do aparecimento de efeitos adversos muitas vezes intoleraveis pelos
pacientes (DA SILVA et al, 2012). Os principais tratamentos farmacoldgicos
disponiveis incluem as drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais (AINES),
anticonvulsivantes, drogas antidepressivas e analgésicos opidides (DWORKIN et al.,
2010).

Os farmacos anti-inflamatdrios nao esteroidais (AINES) séo os analgésicos mais
amplamente utilizados pela populagdo, com cerca de 60 milhdes de prescri¢des por ano
nos EUA, para o tratamento de condi¢des dolorosas tanto agudas quanto cronicas,
(WEHLING, 2014; TAUBEN, 2015). Os AINES entéo entre as abordagens iniciais
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para o alivio da dor em condicGes dolorosas cronicas, como, por exemplo, a artrite
reumatoide (WEHLING, 2014). Seu efeito analgésico estd relacionado a sua
propriedade anti-inflamatdria através da inibicdo da sintese de prostaglandinas (BEAL e
WALLACE, 2016). Porém, os AINEs podem causar efeitos adversos, tais como ulceras
gastricas, hemorragias, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade, que limitam seu uso crénico
(TAUBEN, 2015; BEAL e WALLACE, 2016).

As drogas anticonvulsivantes tém uma boa acéo analgésica, especialmente sobre
dores crénicas de dificil tratamento como a neuropatia periférica diabética,
polineuropatia, dor neuropatica associada ao cancer, neuralgia pOs-herpética e
fibromialgia, sendo que a gabapentina e a pregabalina sdo os medicamentos desta classe
mais utilizados para o tratamento da dor cronica (TAUBEN, 2015; BEAL e
WALLACE, 2016). Para desencadear seu efeito analgésico elas se ligam na subunidade
a-20 dos canais de calcio dependente de voltagem e reduzem o influxo de célcio através
destes canais, com consequente reducdo na liberacdo de neurotransmissores
excitatorios, inibi¢do da conducdo de potenciais de acdo e um decréscimo na sinalizagédo
da dor (BEAL e WALLACE, 2016). Apesar da gabapentina e a pregabalina serem
consideradas terapia de primeira escolha para o tratamento da dor neuropética, dado o
elevado perfil de seguranca e a eficacia (BEAL e WALLACE, 2016), elas causam
efeitos adversos que limitam a sua utilizacdo como sonoléncia, tontura, ataxia e edema
periférico (TAUBEN, 2015; BEAL e WALLACE, 2016).

Além dos farmacos analgésicos convencionais, 0s antidepressivos triciclicos
também tém sido utilizados ha bastante tempo para o tratamento da dor (JARACZ et al.,
2016). Diversos estudos tém mostrado que os antidepressivos triciclicos sdo efetivos em
reduzir dores relacionadas a neuropatia diabética, neuralgia pos-herpética, fibromialgia,
dor facial atipica, dentre outras (LYNCH, 2008). Alguns estudos tém sugerido que 0
efeito de antidepressivos na dor cronica pode nao ter necessariamente relacdo com sua
acao antidepressiva, ja que sdo necessarias doses menores para aliviar as dores crénicas
de pacientes, quando comparadas aquelas utilizadas no tratamento da depressao (KIM et
al., 2012, MARCHAND et al., 2003). Ja foi relatado que o efeito antinociceptivo
observado pelos antidepressivos é inibido pela administracdo de naloxona (antagonista
ndo seletivo dos receptores opioides), evidenciando uma possivel interagdo do efeito
antinociceptivo de drogas antidepressivas com o sistema opioide (LYNCH e WATSON,

2006). Apesar da eficacia em diversas condi¢Ges dolorosas, 0 uso dos antidepressivos é



19

limitado devido a instalacdo lenta das suas acdes (de dias a semanas) e ao aparecimento
de efeitos adversos, tais como sedacdo, hipotensdo postural, constipacdo intestinal e
boca seca (LYNCH, 2008).

Os analgésicos opioides, como a morfina, sdo atualmente a melhor opgéo para a
gestdo de dores moderadas a intensas induzidas por trauma, dores pés-operatdrias e
associadas ao cancer (WHITE e WILSON, 2010). Ainda, essa classe estad sendo cada
vez mais utilizada para o tratamento de dor patoldgica cronica ndo associada ao cancer
(WHITE e WILSON, 2010). Os opioides desencadeiam sua resposta analgésica através
dos receptores opioides, expressos na membrana celular no sistema nervoso central e
também em terminais dos nervos sensoriais periféricos (LIANG et al., 2016). Uma vez
ligado ao seu receptor, ocorre a abertura dos canais de potassio, com consequente
hiperpolarizagcdo da membrana celular e inibi¢do da enzima adenilil ciclase, diminuindo
os niveis de AMPc e inibindo os canais de célcio dependente de voltagem (LAW et al.,
2000; SCHULTZ e GROSS, 2001). A reducéo do influxo de célcio nas fibras nervosas
acarreta uma inibicao da liberacdo de neurotransmissores, diminuindo a transmissao do
estimulo doloroso (LAW et al., 2000). Apesar da sua eficacia, diversos médicos ficam
receosos em prescrever os analgésicos opioides pela sua grande incidéncia de efeitos
adversos, tais como: tolerancia (perda da eficicia analgésica da dose geralmente
utilizada, necessitando de doses maiores para obter efeito equivalente), dependéncia
(um estado de adaptacdo fisiologica que se manifesta através da sindrome de abstinéncia
induzida por interrupcdo abrupta do farmaco, rapida reducdo da dose, diminuindo o
nivel do farmaco no sangue, e / ou administracdo de um antagonista), constipacao e
depressdo respiratéria, principalmente com seu uso cronico (CEPEDA et al., 2014;
BEAL e WALLACE, 2016).

Devido a eficacia limitada e ao aparecimento de sérios efeitos adversos existe
uma pequena gquantidade de opcdes eficazes para o tratamento de dores crénicas. Assim,
existe a necessidade de identificar novas terapias que possam ser Uteis para o tratamento

de diferentes condic¢des dolorosas, especialmente a dor cronica.

1.1.4 Tratamento da dor crdnica e depressao

O tratamento da dor crdnica associada com sintomas depressivos € uma

atividade dificil na pratica médica. Isso ocorre porque 0s pacientes Sdo pouco



20

responsivos ou nao respondem aos tratamentos disponiveis na clinica, exigindo uma
abordagem multidisciplinar, incluindo a farmacoterapia, terapia cognitiva e psicoterapia
(SELLINGER et al., 2015; SINGH et al., 2015).

Acredita-se que ocorra uma modulagdo mutua entre a dor cronica e a depressao.
Por exemplo, quando ocorre um aumento da intensidade da dor os sintomas depressivos
ficam mais prevalentes. Da mesma forma, quando ocorre um aumento dos sintomas
depressivos 0s episédios dolorosos ficam mais intensos (GAMBASSI, 2009,
SELLINGER et al., 2015). Portanto, € necessario escolher agentes terapéuticos eficazes
que promovam a eliminagdo de ambos os sintomas, depressivos e dolorosos, para
assegurar uma remissdo completa, um retorno as atividades diarias e para evitar a
recidiva (SINGH et al., 2015; GAMBASSI, 2009).

Os antidepressivos e analgésicos opioides sdo frequentemente prescritos em
combinacéo para o tratamento da comorbidade dor cronica-depressdo por apresentarem
efeito tanto no processamento nociceptivo quanto na percepcao da dor (GILRON et al.,
2009; MAO et al., 2011). No entanto, esta abordagem clinica tem um sucesso limitado,
ja que o tratamento com essa associagdo frequentemente agrava a sedacdo e a confusdo
mental causada pelos analgésicos opioides, que acabam limitando a sua utilizacdo a
longo prazo (MAO et al., 2011). Foi demonstrado que a coexisténcia entre dor e
depressdo leva a um efeito aditivo sobre os efeitos adversos nos pacientes, e também
ocorre uma resposta reduzida ao tratamento quando comparado com a ocorréncia das
mesmas condicdes isoladamente (RAYNER et al., 2016, JAFARINIA et al., 2016).
Portanto, € importante a busca de novos compostos que possam tratar a dor cronica e a
depressdo, e que apresentem um numero menor de efeitos adversos do que o0s

medicamentos atualmente disponiveis.

1.2 PLANTAS MEDICINAIS

A utilizacdo de plantas medicinais é uma das praticas mais antigas empregadas
pela humanidade para o tratamento de enfermidades (VEIGA JUNIOR E PINTO,
2005). A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) define planta medicinal como sendo
“todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 0rgaos, substancias que podem ser

utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semissintéticos”



21

(WHO, 1998). Muito do que se sabe hoje a respeito de tratamentos com plantas provem
do conhecimento popular.

Nos ultimos anos a industria farmacéutica utiliza plantas medicinais para o
desenvolvimento de novas drogas. Estima-se que pelo menos 25% das drogas
atualmente disponiveis na clinica sejam derivadas direta ou indiretamente de plantas
medicinais (BRASIL, 2012). No caso de certas classes de produtos farmacéuticos, como
medicamentos antitumorais e antimicrobianos, essa percentagem pode ser maior que
60% (WHO, 2011). Recentemente, mostrou-se que 50% dos medicamentos aprovados
entre 1981 e 2006, pelo FDA, foram direta ou indiretamente derivados de produtos
naturais (FERREIRA E PINTO, 2010).

Apesar da evolucdo do conhecimento cientifico, a utilizacdo de métodos
alternativos como o uso das plantas medicinais ainda é muito frequente (BRASIL,
2012). Embora ndo existam dados oficiais sobre o tamanho do mercado fitoterapico no
Brasil, a Associacdo Brasileira de Empresas do Setor Fitoterapico, Suplemento
Alimentar e Promocdo da Saude dimensiona o mercado brasileiro de fitoterapicos a
partir de um faturamento de R$ 660,5 milh6es em 2007, correspondente a cerca de 3%
do mercado farmacéutico (HASENCLEVER et al., 2009).

No final da década de 1970, a OMS criou o Programa de Medicina Tradicional
que recomenda a integracdo da medicina tradicional e da medicina complementar
alternativa nos sistemas nacionais de atencdo a salde. Embora a medicina moderna
esteja bem desenvolvida na maior parte do mundo, a OMS reconhece que cerca de 80%
da populacdo utiliza-se de extratos vegetais para resolucdo de seus problemas de saude
(LUZ, 2006), principalmente nos paises em desenvolvimento, que ainda sdo
dependentes da medicina tradicional nos seus cuidados bésicos de saide (BRASIL,
2006). Nesses paises elas sdo utilizadas na forma bruta (ndo processados), como chés ou
decoccdes, como fitoterapicos (extratos padronizados e formulados de plantas) e como
alternativa popular aos produtos medicinais alopaticos (GURIB-FAKIM, 2006).

No Brasil, pais que detétm de 15 a 20% da biodiversidade total mundial
(BRASIL, 2006), o potencial de uso de plantas como fonte de novos medicamentos é
ainda pouco explorado, ja que se estima que somente 8% das espécies vegetais
existentes no pais tenham sido avaliadas em suas propriedades medicinais (BRASIL et
al.,, 2006). Em 2006 foi criada a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no SUS — PNPIC (BRASIL, 2006), que incorporou as plantas
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medicinais e a fitoterapia nos servicos e nas praticas de salde. O uso de plantas
medicinais e fitoterapicas na assisténcia a saude € favorecido pela aceitacdo da
populagéo, derivada da insercdo cultural, pela disponibilidade de recursos naturais no
pais e por politicas publicas (BRASIL, 2006).

Atualmente, a fitoterapia vem crescendo a cada dia devido ao grande interesse
da populacdo por terapias menos agressivas (YUNES et al.,, 2001), pelos apelos
comerciais da midia para o consumo de produtos a base de fontes naturais (VEIGA
JUNIOR E PINTO 2005) e até mesmo pela falta de medicamentos sintéticos eficazes
para o tratamento de algumas doencas (FERREIRA E PINTO, 2010). Segundo
ARNOUS e colaboradores (2005) a procura pelos medicamentos fitoterapicos vem
aumentando, pois a populacdo acredita nos beneficios do tratamento natural. Por ser de
baixo custo e de facil acesso, ao contrario do que ocorre com medicamentos sintéticos,
as pessoas veem nas plantas medicinais um método de cura e prevencdo mais acessivel,
além de sentirem-se encorajados a usar por acreditarem que estes remédios, por serem
naturais, sdo inerentemente seguros (VEIGA JUNIOR E PINTO 2005). Porém sdo
necessarios estudos que comprovem a eficacia da planta medicinal em questdo, para
garantir que a mesma ndo cause danos a saude do paciente e dessa forma a populacdo
possa fazer seu uso com seguranca (REZENDE E COCCO, 2002).

1.2.1 Vitex megapotamica (Sprengel) Moldenke

A espécie Vitex megapotamica (Sprengel) Moldenke (Figura 2), conhecida
popularmente como “Taruma” (do Tupi-Guarani "fruto escuro para fazer vinho™) ou
“azeitona-do-mato”, € uma arvore da familia Lamiaceae (ex-Verbenaceae) encontrada
em uma vasta area, desde os estados de Minas Gerais e Mato Grosso do Sul até o Rio
Grande do Sul, e ainda na Argentina, Paraguai e Uruguai (VIANNA e KOEHLER,
2007). Na medicina popular, a infusdo de suas folhas é utilizada no tratamento de
hemorroidas, depurativa do sangue (hipocolesterolémica), diuréticas, afeccdes cutaneas,
expectorante, hipertensdo arterial, anti-inflamatéria, dentre outras propriedades
terapéuticas (BRUM et al., 2011). BRANDT e colaboradores (2009) confirmaram, em
um estudo in vivo realizado em ratos, o efeito hipolipidémico do extrato hidroalcodlico
das folhas e das cascas da V. megapotamica preparadas por decoccdo. Este efeito foi

verificado sem a ocorréncia de lesdo cardiaca, hepatica ou renal nos animais. Além
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disso, ZANATTA e colaboradores (2007) confirmaram o efeito hipoglicemiante do
extrato bruto, bem como das fracGes acetato de etila e butanolica das folhas de V.
megapotamica em ratos. Em um estudo recente, foi confirmado que o0 extrato
metanolico das folhas de V. megapotamica foi eficaz em diminuir os niveis de
colesterol total, triglicerideos, ureia, creatinina, além de uma reducdo no estresse
oxidativo e na lesdo renal em um modelo de dislipidemia e aterogénese em
camundongos (ARAUJO et al., 2015).

Figura 2- Folhas e frutos de Vitex megapotamica (Sprengel) Moldenke. Fonte:
http://www.viveirofeltrin.com.br/mudas/produto/97, acessado em 18/07/2016.

Em uma andlise fitoquimica preliminar das folhas de V. megapotamica foi
revelada a presenca de antocianinas glicosidicas, taninos, catequinas, flavonoides (acido
clorogénico), triterpenoides, glicosideos cardioativos, cumarinas, acidos organicos e
fendis (BRUM et al., 2011). Estudos comprovaram que outras plantas do mesmo género
Vitex, como Vitex cymosa e Vitex negundo apresentaram efeito antinociceptivo em
diferentes modelos de nocicep¢do (DHARMASIRI et al., 2003), incluindo modelos de
dor inflamatéria e dependente do sistema opioide (LEITAO et al., 2011). Esta
disponivel na clinica para o tratamento dos sintomas da sindrome pré-menstrual um
fitoterapico a base de Vitex agnus-castus comercializado em doses que variam de 40 a

400 mg. Relatos na literatura evidenciaram que os diterpenoides contidos nessa planta
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ligam-se nos receptores W, k, 6 opioides e estdo relacionados com o aumento das f-
endorfinas séricas (WEBSTER et al., 2006). Ainda, seus flavonoides neuroativos
parecem modular os disturbios de humor (BERGER et al., 2000).

Assim, como € de grande importancia a busca por novas alternativas terapéuticas
para o tratamento da dor e da depressdo que causem menos efeitos adversos do que as
disponiveis no mercado atualmente e diante do uso etnofarmacoldgico de V.
megapotamica entre a populagédo, V. megapotamica poderia ser uma nova alternativa

terapéutica para o tratamento de dores inflamatdrias e depressao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o efeito antinociceptivo e tipo-antidepressivo do extrato bruto das

folhas de Vitex megapotamica em um modelo de dor inflamatdria crénica em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Verificar se o extrato bruto de V. megapotamica apresenta atividade

antinociceptiva em um modelo de nocicepc¢do inflamatdria cronica.

2.2.2 Investigar o efeito anti-inflamatdrio do extrato bruto de V. megapotamica
sobre caracteristicas inflamatdrias induzidas pela administragdo intraplantar de CFA.

2.2.3 Verificar a atividade tipo-antidepressiva do extrato bruto de V.

megapotamica.

224 Identificar um possivel mecanismo de acéo opioide do extrato bruto de V.

megapotamica.

2.2.5 Verificar possiveis efeitos adversos causados pelo tratamento com
extrato bruto de V. megapotamica.
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3 ARTIGO CIENTIFICO

A metodologia, os resultados e a discussdo inseridos nessa dissertacdo
apresentam-se sob a forma de artigo cientifico. O artigo “Antinociceptive and
antidepressant-like effects of the crude extract of Vitex megapotamica in rats” foi
aceito para publicacdo na revista cientifica Journal of Ethnopharmacology.
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ABSTRACT

Ethnopharmacological relevance: Vitex megapotamica (Spreng) Moldenke has
been used in South American folk medicine fo treat inflammatory diseases.
However, the effects of V. megapofamica on animal models of nociception and
depression have not been evaluated.

Aim of the study: This study investigated whether the crude leaf extract of V.
megapotamica exhibits antinociceptive and antidepressant-like effects in a
Freund's adjuvant-induced chronic inflammation and depression model.
Materials and methods: Chronic inflammation was induced in rats by the
intraplantar administration of complete Freund’s adjuvant (CFA; 100 ul). The
effect of oral crude extract of V. megapotamica (VmE; 3-30 mg/kg, p.o.) on
nociception (thermal hyperalgesia, mechanical allodynia and arthritis score),
inflammation (edema, myeloperoxidase activity), immobility (forced swimming
test), locomotor activity (open field), gastrointestinal transit, hyperalgesia and
naloxone-precipitated morphine withdrawal syndrome was evaluated. Naloxone
(0.4 ma/kg, i.p.) was used to investigate the involvement of opioid system in the
currently described effects of VmE.

Results: Crude extract caused antinociceptive/antidepressant-like effects in the
CFA-induced chronic inflammation model, which was prevented by naloxone.
The VmE extract (10 mg/kg, p.o.) did not alter the locomotor activity,
gastrointestinal function and inflammatory parameters and did not cause
hyperalgesia.

Conclusion: V. megapotamica induces opioid-dependent antinociception and
antidepressant-like effect, without anti-inflammatory activity. The results support

the use of VYmE as analgesic and antidepressant.

Keywords: allodynia; forced swimming test; hyperalgesia; opioid; Taruma;

Verbenaceae.



1. Introduction

The treatment of chronic inflammatory pain is one of the most
challenging activities in medical practice. This occurs because chronic pain is
associated with a profound decrease in the quality of life and affects daily
activities of the affected patients (Orru et al., 2014). Chronic pain has a negative
affective component and is closely related to anxiety and depression. It has
been estimated that over 50% of patients who suffer from chronic pain also
express clinically diagnosable symptoms of depression (Dworkin and Gitlin,
1991). However, the currently available analgesic drugs are devoid of anxiolytic
or antidepressant action. Antidepressants and opioid analgesics are often
prescribed in combination for the treatment of these disorders. However, opioid-
treatment is often associated with adverse effects such as constipation,
tolerance and abuse that limit their long-term utilization (Mao et al., 2011). Thus,
the search for new compounds that could treat inflammatory pain and
depression is welcome. In this context, plants used in folk medicine have been
considered an important source of new molecules and therapies (Gautam and

Jachak, 2009).
Vitex megapotamica (Spreng.) Moldenke, popularly known in Brazil as

“taruma”, is a native tree from Brazil, Uruguay, Paraguay and Argentina of the
Lamiaceae (formerly Verbenaceae) family (Vianna and Koehler, 2007). Folk
medicine reports that V. megapotamica leaf infusion is indicated to treat
rheumatism, skin disorders, inflammation, hypercholesterclemia and
hyperglycemia (Brandt et al.,, 2009; Zanatta et al., 2007). In fact, intial
preclinical studies have confirmed the presumed hypocholesterolemic and
hypoglycemic effects of V. megapotamica leaf extracts and also of its ethanolic
and butanolic fractions (Brandt et al., 2009; Zanatta et al., 2007). In this context,
the following chemical components have been reported in leaves of V.
megapotamica: anthocyanin  glycosides, tannins, catechins, flavonoids
(chlorogenic acid), triterpenoids, cardioactive glycosides, coumarins, organic
acids and phenols (Brum et al., 2011). However, there is a lack of preclinical
studies investigating whether V. megapofamica or its components have
analgesic and/or anti-inflammatory activity. Therefore, the aim of this study was

to investigate the antinociceptive, anti-inflammatory and antidepressant-like
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effects of the crude extract of V. megapofamica (VmE) in animals subjected to

CFA-induced inflammation.

2. Materials and methods
2.1. Plant matenial

To prepare the plant material, the leaves of Vitex megapotamica were
collected in Sobradinho, (Rio Grande do Sul, Brazil, coordinates: latitude 29° 25'
17" south and longitude 53°% 01" 43" west) in March 2010. A voucher specimen
number SMDB 12526 was deposited at the Herbarium of the Botany
Department, Federal University of Santa Maria (UFSM), Brazil.

2.2 Preparation of the extract of V. megapofamica

The crude extract of leaves of V. megapofamica (VmE) was obtained by
maceration in ethanol/water (70:30 v/v) at room temperature during seven days,
filtered and concentrated using a rotary evaporator under reduced pressure and

low temperature (Boligon et al., 2013). After evaporation the VmE was obtained.

2.3. Analysis of phenolic compounds in VmE

Separations were carried out on a UHPLC 1260 Infinity Binary system
{Agilent, Santa Clara, CA, USA), which was able to operate at pressures up to
600 bar. A Zorbax SB-C18 Rapid Resolution HD column (2.1 x 50 mm, 1.8 pm,
Agilent) was used at a temperature of 40 *C. The injection volume was 5 pL,
and the injected aliquots were acidified to a final concentration of 0.1% acetfic
acid (wv). The phenolic compounds were separated using a gradient elution
composed of 0.1% acetic acid in water (A) and acetonitrile (B) as the maobile
phase at a constant flow rate {0 8 mL min-1) according to the following elution
program: 8.0% B (0.00-0.10 min); 8.0-25.8% B (0.10-3.45 min); 25.8-54 0% B
(3.45-6.90 min); 54.0-100.0% B (6.90—7.00 min); and 100.0% B (7.00-9.00
min). The detection of the phenolic compounds by tandem mass spectrometry
(MS/MS) was carmed out by using an electrospray ionization source (ESI) as

described elsewhere (Faccin et al_, 2016).

2.4 Drugs and reagents
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The following reagents were purchased from Sigma: Complete Freund's
Adjuvant (CFA - 1 mg/ml of heat killed Mycobacterium fuberculosis oil
suspension), hexadecyltimethylammonium  bromide (HTAB), 5-(N,N-
diethylamino)-pentyl-3,4,5-timethoxybenzoate (TMB). Naloxone and morphine
sulfate were purchased from Cristalia, S3o0 Paulo, Brazil. All other reagents

were of analytical grade and were purchased from local supplier.

2.5 Animals

The present study was conducted in accordance with the internationally
accepted principles for laboratory animal use and care, and all procedures were
approved by the local Ethics Committee (process number 116/2013). The
number of animals and the intensity of nociceptive stimuli used were the
minimum necessary to demonstrate the consistent effects of drug treatments.
The behavior evaluation was performed blindly with respect to drug
administration. All experiments were performed using adult male Wistar rats (3
months old; 250-300 g). The animals were housed in a room with controlled
temperature (22 + 1°C) and a 12 h light/12 h dark cycle with standard lab chow

and water ad libitum.

2.6. Animal treatment

The VmE was dissalved in 5% Tween 80, 20% polyethylene glycol and
75% saline (0.9% NaCl) prior oral administration by gavage (p.o.). VmE was
administered at the dose of 3 — 30 mg/kg. Morphine was used as positive
control at the dose of 10 mg/kg and administered intraperitoneally {i.p.) (Tonello
etal, 2014).

2.7. CFA-induced inflammation

The antinociceptive, anti-inflammatory and antidepressant-like activities
of VmE were evaluated in rats subjected to the CFA-induced paw inflammation,
an animal model of chronic pain. Animals were anesthetized with isofluorane
and 100 pL of CFA (1 mg/ml) or saline were injected intraplantarly (i.pl.) in the
right hind paw (Rossato et al., 2014). Forty-eight hours after CFA injection,

inflammatory and nociceptive parameters were evaluated (Rossato et al,
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2014). On the other hand, the antidepressant-like parameter was assessed 7
days after CFA injection (Maciel et al_, 2013).

2.8. Nociceptive parameters

To investigate the possible effect of VmE (3-30 mg/kg) on the nociceptive
changes induced by CFA, we measured mechanical allodynia (defined as pain
in response to a non-nociceptive stimulus; Khan et al, 2014), thermal
hyperalgesia (defined as an increased pain sensitivity; Khan et al, 2014), and

arthritis score. Morphine (10mg/kg, i.p.) was used as a positive control.

2.8.1. Mechanical allodynia measurement

Rats were placed in cages with a wire mesh bottom that allowed full
access to the paws. Mechanical allodynia was evaluated through up-and-down
method using von Frey filaments (Dixon, 1980). A seguence of von Frey
filaments, with different forces and logarthmic increments (6, 8, 10, 15, 26, 60
and 100 g) was used. In case of a positive response (paw withdrawal), the next
filament with smaller force was applied; in case of negative response (no paw
withdrawal response), the next filament with greater force was applied. This was

repeated until a total of 6 applications (Rossato et al_, 2014).

2.8.2. Thermal hyperalgesia

Thermal hyperalgesia was assessed using Plantar test with minor
modifications (Hargreaves et al.,, 1988). Briefly, animals were habituated in a
Plexiglas chamber for 20 min; a radiant light beam generated by a 60W light
bulb was then directed onto the right hind paw (Plantar test, UgoBasile, ltaly).
The time (in seconds) between the onset of the stimulus and manifestation of
the paw withdrawal response was automatically measured and taken as an

index of the thermal nociceptive threshold.

2.8.3. Arthritis score

Animals were placed individually in chambers (transparent glass) and
adapted for 5 min and arthritis score were observed and classified according to
the following scale: edema formmation (0 -normal, 1- slight swelling at the

injection site, 2- swelling at the injection site and toes or ankle, 3- swelling at the

6
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injection site, toes and ankle), redness (0- normal, 1- slightly red/purple, 2-
red/purple), and claw position (0- normal, 1- slightly curved, 2- almost closed).

Individual scores were added to give the total score (Rossato et al |, 2014).

2.9 Inflammatory parameters
To evaluate the anfi-inflammatory effect of VmE (3-30 mg/kg) on the
inflammation induced by CFA, we evaluated the development of paw edema

and the myeloperoxidase activity (neutrophil infiltration marker).

2.9.1. Edema evaluation

Paw thickness (in millimeter - mm) was measured before and 48 h after
the intraplantar CFA injection (100 pl) in the right hind paw. Forty eight hours
after CFA injection the animals received YmE (3-30 mg/kg, p.o.) or morphine
(10 mg/kg, i.p.) and paw thickness was measured from 0.5 up to 4 h after
treatments using a digital caliper (Rossato et al., 2014). The results were

expressed as the baseline and test value of the paw thickness.

2.9.2. Myeloperoxidase activity

Myeloperoxidase (MFPO) activity was evaluated as an indicator of
neutrophil accumulation. Two hours after VmE (3-30 mg/kg, p.o.) or morphine
(10 mg'kg, i.p.) administration the animals were anesthetized with sodium
thiopental, perfused and the paw tissue was collected. Samples were
homogenized in sodium acetate buffer (80 mM, pH 5.5) containing 0.5% HTAB
in ice bath. Just before the assay, tissue homogenates were centrifuged and the
supernatants were collected for analysis. The supematant was mixed with
sodium acetate buffer (80 mM, pH 55) and TMB 184 mM. The solution was
incubated for 3 min at 37 °C and the reaction was stopped on ice by the
addition of acetic acid and the absorbance read at 630 nm in a
spectrophotometer. A Fisher Biotech Microkinetics BT 2000 (Fisher Scientific,
Pittsburgh, PA, USA) microplate reader was utilized and values were expressed
as optical densities (OD) corrected by tissue weight (in mg) (Rossato et al.
2014).

2.10. Depressive-like behavior
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To evaluate the effect of VmE on the depressive-like behavior induced by
CFA, the animals were subjected to the forced swimming test. The test was
conducted using the forced swimming test, according to Porsolt et al. (1977)
with minor modifications. Seven days after intraplantar CFA administration (100
ul, right hind paw) the rats received VmE (3-30 mg'kg) and 2 h later were
individually forced to swim in an open cylindrical container (diameter 25 cm,
height 35 cm), containing water at 25 + 1°C. Morphine (10 mg/kg, i.p.) was used
as a positive control. Rats were placed into the water and immobility was
defined as the absence of movement except the motion required for keeping the
head above the water. The total time spent still was recorded (in seconds)
during 6 min. The immobility behavior was recorded by an observer blind to the

drug treatment.

2.11. Investigation of opioid system participation in the VmE effect

To investigate the participation of the opioid system in the antinociceptive
and antidepressant-like effect of VmE, rats were pre-treated with naloxone (0.4
mg'kg, i.p.) or vehicle (1 ml/kg, i.p.). Firstly, the animals received CFA injection
(100 pl, i.pl.) and after 48 h or 7 days were evaluate the effect of naloxone or
vehicle on antinociceptive or antidepressant-like action caused by VmE,
respectively. Animals received naloxone or vehicle and after 15 min they
received the VYmE (10 magkg, p.o.). Two hours after naloxone or vehicle
administration, the antinociceptive or antidepressant-like effect of VmE was
evaluated. Morphine (10 mg/kg, i.p.) was used as a positive control for naloxone

pre-treatment or vehicle.

212 Adverse effects

2.12.1. Open-field test

The animals received VmE (10 mg/kg, p.o.), morphine (10 mg/kg, i.p.) or
vehicle and 2 h later they were placed in a round arena (57 cm in diameter) with
the floor divided into 21 equal areas. The number of areas crossed with all paws

was recorded for 5 min. The number of crossings was recorded as an index of
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locomotor activity. The test was conducted according to Rossato et al. (2014)

with minor modifications.

2.12 2. Gasfrointestinal transit

To evaluate the effect of VmE on the gastrointestinal transit, the animals
were fasted for 18 h (water ad [ibitum) and the gastrointestinal transit was
assessed according to Tonello et al. (2014). After, the animals received YmE
(10 mg'kg, p.o.), morphine (10 mg/kg, i.p.) or vehicle and 55 min later, a
standard charcoal meal (5% charcoal, 20% arabic gum, 0.5 ml) was given to
rats by gavage. Five minutes after administration of the standard charcoal meal,
the animals were euthanized and their stomachs and small intestines were
removed to measure the length of the intestine (from the pyloric sphincter to the
ileum-caecal junctions, the total intestine length) and the distance traveled by
the charcoal meal. Propulsive activity of the intestine was determined by the
percentage of gastrointestinal traveled charcoal, calculated as: traveled %= 100

¥ (charcoal traveled distanceftotal intestine length).

2.12 3. Hyperalgesia and withdrawal syndrome induced by the opioid

Animals received vehicle {1 ml/kg, v.o.), morphine (10 mg/kg, i.p.) or
VmE (10 mg/kg, v.0.) 3 times a day for 3 days with an interval of 4 to 5 hours
between administrations. Each morning, before the injection of wehicle,
morphine or VYmE, a thermal nociception test was carried out to evaluate
whether animals developed opioid withdrawal-induced hyperalgesia (Tonello et
al., 2014).

To evaluate a possible withdrawal syndrome induced by chronic
administration of morphine, VmE or vehicle 2 h after the last repeated
treatment, rats received naloxone (0.4 mg/kg, i.p.) to precipitate the withdrawal
syndrome. Signs of morphine, VmE or vehicle withdrawal syndrome were
evaluated according to Tonello et al. (2014), with some modifications. Briefly,
paw tremor, headshaking, ejaculation, abdominal writhing, and grooming
behavior were evaluated at 10-minute intervals for a total testing penod of 30
minutes, and a standardized score of 0 to 3 was assigned (0 = absent; 1 = 1-3

bouts; 2 = 4-6 bouts; 3 = 7 bouts or mare).
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2.13. Statistical analysis
The data were analyzed by Student's t test or one-way ANOVA followed
by Sudent-Newman-Keuls post-hoc test or two-way ANOVA followed by

Bonferroni post-hoc test. p < 0.05 was considered significant.

3. Results
3.1. LC-MS/MS determination of phenolic and triterpenic compounds as active
markers in VmE

Table 1 shows that among the phenolic and triterpenic compounds found
in VmE, vanillic, caffeic, p-coumaric, ferulic, tfrans-cinnamic, chlorogenic acids,
luteolin, apigenin, quercetin and rutin were determined as major compounds. As
can be seen, chlorogenic acid (1279.2 + 34 0 pg/qg) and luteolin (13258 + 15.6
pa/g) were found to be the most abundant phenolic compounds (Table 1) in the
crude extract. Thus, a total of 10 compounds within the phenolic acids,
flavonols, flavonoids, coumarins, and sfilbenes screened by the UHPLC-ESI-
MS/MS method could be identified as possible bioactive compounds in extracts

of V. megapotamica.

Table 1 Phenolic and triterpenic compounds determined in crude extract of V.
megapotamica

Bioactive compounds Concentration (Hg/g)
Phenolic acids

p-coumaric acid 634+22
Ferulic acid 235129
Chlorogenic acid 12792 +34.0
Vanilic acid 72335
Caffeic acid 1708 6.9
Trans-cinnamic acid 6809
Hawvonoids

Luteolin 13258+ 156
Apigenin 1754+43

10
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Rutin 1.9+1.1

CQuercetin 85+32

3.2. Effect of VmE on the nociception CFA-induced

CFA-induced nociception is characterized by mechanical allodynia and
thermal hyperalgesia (Fig. 1). VmE (10 mg/kg, p.o.) had no effect on the arthritis
score (data not shown). The inhibitory effect of YmE (10 mg/kg, p.o.) on
mechanical allodynia (86 £ 23%) and thermal hyperalgesia (66 + 10%) occurred
2 h after its administration (Fig. 1A and 1C, respectively). Thus, we chose the
time of 2 h after VmE administration to investigate the effect of different doses
of VmE (3 — 30 mg/kg; p.o.) on arthritis score, mechanical allodynia and thermal
hyperalgesia (Fig 1B and 1D). While 30 mg/kg VmE induced antinociception in
all tests, the dose of 3 mg/kg did not alter CFA-induced nociception in any test.
However, VmE at the dose of 10 mg'kg induced maximal anfinociceptive effect
in the mechanical allodynia test; therefore this dose was chosen for the
remaining experiments. Similar to the VmE, the morphine {10 mg/kg, i.p., used
as a positive control) inhibited both the mechanical and thermal hyperalgesia
caused by CFA with 100% inhibition at 1 h after treatment (Fig. 1A and 1C).
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Fig. 1. Effect of the crude extract of V. megapotamica (VmE, 3-20 mg'kg, p.o.)
or morphine (10 mg/kg, i.p.) on the nociception induced by intraplantar CFA
injection (100 pl/paw). Time-course and dose-response curve effect produced
by ¥YmE on mechanical allodynia (A and B) and thermal hyperalgesia (C and D)
induced by intraplantar CFA injection. Dose-response curves, 50% threshold
and paw withdrawal latency were calculated at 2 h post VmE treatment. B in the
¥ axis denotes the baseline threshold of animals before CFA injection. Data are
expressed as mean £ 5.E.M. (n= 5-6 animals/group). * p <0.05 when compared

with the intraplantar vehicle group. *

p <005 when compared with the
intraplantar CFA group treated with the vehicle; two-way ANOVA followed by
Bonferroni's post-hoc test (A and C) or one-way ANOVA followed by SNK post-

hoc test (B and D).
3.3. Effect of VmE on the inflammation CFA-induced
The intraplantar injection of CFA, but not saline, increased paw thickness

(edema) and MFPO activity. VmE (3-30 mg/kg, p.o.) and morphine {10 mg/kg,

12
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i.p.) did not reduce paw edema and MFPO activity 2 h after their administration in

animals treated with CFA (data not shown).

3.4. Assessment of antidepressant-like effect of VmE

The intraplantar CFA administration increased the immability time of
animals T days after CFA injection (Fig. 2). VmE (3, 10 and 30 mg/kg, p.0o.) and
morphine (10 mg/kg, i.p.) completely reversed the CFA-induced increase of
immability time (Fig. 2).
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7 days after CFA

Fig. 2. The antidepressant-like effect of the crude extract of V. megapotamica
(WVmE) and morphine on the depressant-like effect induced by intraplantar CFA
injection (100 pl/paw). The immobility time was evaluated at 2 h after the oral
treatment of VmE (3-30 mg/kg, p.o.). Data are expressed as mean + S EM. (n=
5-7 animals/group). * p <0.05 when compared with the salinefvehicle group. * p
=0.05 when compared with the CFA/vehicle group; one-way ANOWVA followed
by SNK post-hoc test.

3.5. Investigation of opioid mechanisms in VmE effect

Pre-treatment with the opioid receptor antagonist naloxone (0.4 mg/kg,
i.p.), prevented the antinociceptive and antidepressant-like effect of VmE (779
+ 16.5% and 7928 + 15.85% of prevention, Fig. 3A and 3B, respectively).
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Similarly, naloxone prevented the antinociceptive and antidepressant-like effect
of morphine with preventions of 8424 + 2538 % and 6771 + 3.09%
respectively (Fig 3A and 3B). These results suggest that the opioid system is

involved in the antinociceptive and antidepressant-like effects of VmE.
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Fig. 3. Effect of naloxone (0.4 mg/kg, i.p.) on the increase of mechanical
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allodynia thereshold (A) and on decrease of immobility time (B) induced by V.
megapoiamica extract (VmE, 10 mg/kg, p.o.) or morphine (10 mg/kg, i.p.). The
antinociceptive (A) and antidepressant-like effects (B) were evaluated 2 h after
VmE administration. B in the X axis denotes the baseline threshold of animals
before CFA injection. Data are expressed as mean + SEM. (n= 4-6
animals/group). * p <0.05 when compared with the baseline threshold (A) or
vehicle/saline/CFA group (B), # p <0.05 compared with the CFA/vehicle group;
two-way ANOVA followed by Bonferroni's post-hoc test (A) or one-way ANOVA
followed by SNK post-hoc test (B).

3.6. Assessment of the adverse effects of VmE

VmE (10 mg/kg, p.o.) did not alter locomotor activity (crossing) in the
open-field test or gastrointestinal motility, when compared with the vehicle-
treated animals (data not shown).

We also showed that the repeated administration of morphine (10 mg/kg,
ip.) induced thermal hyperalgesia (28.5 + 3.63% reduction, Fig. 4A) and
naloxone-precipitated morphine withdrawal * syndrome (41988 = 34.9%
increase, Fig. 4B) when compared with the vehicle group. In contrast, the
repeated administration of ¥YmE (10 mg/kg, p.o.) did not induce thermal
hyperalgesia (Fig. 4A) but caused mild naloxone-precipitated morphine
withdrawal syndrome (37.7 £ 4.17%) when compared with the vehicle group
(Fig. 4B).
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Fig 4. Effect of repeated injection of morphine (10 mg/kg, i.p.) or crude extract
of V. megapofamica (VmE, 10 mg/kg, p.o.) on paw withdrawal latency (A) and
withdrawal syndrome score (B). Data are expressed as mean + SEM. (n= 6
animals/group). * p <0.05 when compared with the vehicle group; two-way
ANOVA followed by Bonferroni's post-hoc test (A). " p<0.01, *p=0.05 when
compared with the wvehicle group and "p<0.05 when compared with the

morphine group; one-way ANOWVA followed by Bonferroni's post-hoc test (B).

4. Discussion

In this study we showed that oral VmE administration caused
antinociception in mechanical and thermal tests, but not in the ongoing pain
score (arthritis score). In addition, YmE decreased the immobility time in the
forced swimming test. Both VmE-antinociception and antidepressive-like effects
were prevented by naloxone. VmE (10 mg/kg) did not alter locomotor activity,
gastrointestinal function or inflammatory parameters. Moreover, the repeated

administration of YmE did not cause hyperalgesia.
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A significant antinociceptive effect of the extract of other plant of the Vitex
genus (Vitex cymosa) has been shown in different nociception models (Leitdo et
al, 2011). Qur results with YmE are similar to these findings, and may be due to
common active components of these plants. Interestingly, despite its
antinociceptive effect, VmE had no effect on paw edema and neutrophil
infiltration. These results suggest a pure analgesic effect, independent of the
inflammatory process, which is also similar to that described by Leitdo and
colleagues (2011).

In addition to the nociceptive changes, we observed that rats with CFA-
induced chronic inflammation developed a depressive-like behavior 7 days after
adjuvant injection, in the forced swimming test. The same results were found by
Kim et al. (2012) and Maciel et al. (2013), indicating that chronic pain is causally
related to depressive-like behavior. The forced swimming test has been used
for antidepressant drug screening and to evaluate depressant-like changes in
animal models, with good predictive value of antidepressant action in the clinics
(Porsolt et al., 1977). This is particularly relevant from the translational point of
view because depressant-like behavioral changes elicited by chronic pain have
a major impact in the quality of life of patients (Rijavec and Grubic, 2012). VmE
decreased the increase of immaobility time induced by CFA in the forced
swimming test, suggesting that YmE has antidepressant-like effects in rats.
Current evidence supports that Piper laetispicum causes antinociception and
decreases the Iimmobility time in the forced swimming test, suggesting
combined antinociceptive and antidepressant-like effects, quite similar to those
reported in the current study (Xie et al., 2011).

The identification and quantitation of constituents that occur in high
quantities and contribute to the therapeutic effects of an herbal medicine is a
very important step in phytochemical studies. Liquid chromatography tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS) analysis of the VmE indicated the presence of
several phenolic compounds, especially chlorogenic acid and luteolin which are
the most abundant phenclic compounds found in the VmE. Previous studies
have shown that the chlorogenic acid possess antinociceptive effect in
screening tests for new analgesics and in chronic pain models (Yonathan et al.,
2006; Gorzalczany et al., 2011, Bagdas et al., 2013). Therefore, it is possible

that the chlorogenic acid present in the extract contributed to the antinociceptive
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effect of VmE. However, chlorogenic acid does not affect cognitive performance
and mood-related behaviour (Camfield et al, 2013) suggesting that this
compound may not be responsible for the antidepressant-like effect of the VmE
reported in this study. On the other hand, luteolin, other biclogically active
compound found in the extract, causes antidepressant-like effect in forced
swimming test (Ishisaka et al., 2011), and opicid-dependent anti-hyperalgesic
effect in a chronic pain model (Hara et al., 2014). Therefore, it is tempting to
propose that luteclin content may contribute to the antidepressant-like and
antinociceptive effects of VmE.

Since opioid mechanisms mediate the antinociceptive effect of luteolin
(Hara et al., 2014), we decided to investigate whether opioid receptors are
involved in the antinociceptive and antidepressant-like effects of the VmE. Pre-
treatment of animals with naloxone prevented both the antinociceptive and
antidepressant-like effects of VmE, suggesting that its action involves the opioid
system. This is in agreement with the view that the opioid system is of outmost
importance for pain control and mood status (Broom et al., 2002). Moreover,
morphine reversed the CFA-induced mechanical allodynia. This finding is in
agreement with Li et al. (2013), who have shown that morphine reverses CFA-
induced pain in an already installed inflammatory process.

The main limitation for opioid prescription is the induction of adverse
effects, which include sedation, consfipation, hyperalgesia and withdrawal
syndrome (Anselmi et al_, 2013; Holzer et al., 2009). In our study, a single oral
dose of VmE did not induce sedation or constipation. These results reinforce
the view that VmE induces antinociception and antidepressant-like effects
without significant adverse effects.

It is fairly known that opioids, such as morphine, increase pain threshold
in naive animals (Khan et al., 2014). In our study we showed that morphine, but
not VmE, increased the thermal threshold in naive animals. Nevertheless VmE
seems to exert its effects through the activation of the opioid system in a
different way of morphine, since &-opioid receptors are involved in the
regulation of mechanical pain while p-opioid receptors are involved in the
regulation of thermal pain (Scherrer et al., 2009). Meier et al. (2000) revealed
that the agueous extract of the fruits of Vitex agnus-castus interacts with the &-

opioid receptor. Therefore, we suggest that VYmE may interact with &-opioid

13
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receptors to produce its effects, without causing the adverse effects induced by
classical opioids like morphine. However, further investigation is necessary to

elucidate its exact mechanism of action.

5. Conclusion

The cumrent study showed that the crude extract of V. megapofamica
promotes antinociception and antidepressant-like effects that involve the opioid
system. It is possible that chlorogenic acid and luteclin, known chemical
components of leaf exiract of V. megapofamica contribute for the
antinociceptive and antidepressant-like activity found. Despite VYmE did not
show superior efficacy to morphine, our results suggest that it may be an
interesting mild analgesic for the treatment of chronic painful conditions such as

arthritic pain.
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4 CONCLUSOES

4.1 CONCLUSOES PARCIAIS

Com os resultados do presente estudo podemos concluir que:

O extrato bruto de Vitex megapotamica:

4.1.1 Apresentou efeito antinociceptivo verificado pela reducdo da alodinia
mecanica e hiperalgesia térmica induzidas por CFA em ratos;

4.1.2 Apresentou comportamento tipo-antidepressivo, observado pela

diminuicdo do tempo de imobilidade no teste do nado forcado;

4.1.3 Nao reduziu o edema de pata e nem preveniu 0 aumento da atividade da

enzima mieloperoxidase induzidos por CFA, descartando efeito anti-inflamatorio;

4.1.4 Nao apresentou efeitos antinociceptivo e tipo-antidepressivo apds a
administracdo da naloxona, indicando que seus efeitos sdo dependentes do sistema

opioide;

4.1.5 N&o induziu efeitos adversos comumente observados pelo uso de opioides

(constipacéo, sedacao), bem como ndo induziu hiperalgesia térmica nos animais.

4.2 CONCLUSAO GERAL

Com os resultados do presente estudo concluimos que o extrato bruto das folhas de
Vitex megapotamica apresentou efeito antinociceptivo e tipo-antidepressivo 0s quais
parecem ser dependentes do sistema opioide, sem alterar parametros inflamatérios e
sem causar efeitos adversos comumente desencadeados pelos opioides como

constipacéo e sedacdo, suportando seu uso popular como analgesico (Figura 3).
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Figura 3- Concluséo ilustrativa do efeito do extrato bruto de V. megapotamica. Fonte:

do autor.
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5 PERSPECTIVAS

v Testar o envolvimento dos diferentes receptores opioides (u, k, 8), no efeito
antinociceptivo e tipo-antidepressivo de V. megapotamica, utilizando antagonistas

especificos para cada um deles.

v Verificar outros mecanismos de acdo para o efeito antinociceptivo e tipo-

antidepressivo do extrato bruto de V. megapotamica.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
_ PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS-UFSM

CARTA DE APROVACAO
A Comissao de Etica no Uso de Animais-UF SM, analisou o protocolo de pesquisa:

Titulo do Projeto: “Avakagao do efeito analgésico, antinflamatdrio, tipo-anfidepressivo e
da toxicidade de extratos de plantas da flora brasileira”

Namero do Parecer: 116/2013
Pesquisador Responsdvel: Prof * Dr.* Maribel Antonello Rubin

Este projeto fol APROVADO em seus aspectos éticos @ metodologicos. Toda e qualquer
alteraco do Projéto, assim como os eventos adversos graves, deverao ser comunicados
imediatamente a este Comité.

0BS: Anualmente deve-se enviar 8 CEUA relatdrio parcial ou final deste projeto,

Os membros da CEUA-UFSM nao participaram do processo de avaliagdo dos projetos
onde constam como pesquisadores.

DATA DA REUNIAO DE APROVAGCAO: 10/04/2014.

~ Santa Maria, 10 de abril de 2014,
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Prof. Dr. Alexandre Krause
Coordenador da Comssso de Etica no Usa de Animais- UFSM
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