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RESUMO

Espécies do género Valeriana sao tradicionalmente utilizadas para tratar
ansiedade, irritabilidade e desordens de sono. A Organizacdo Mundial da Saude indica
0 uso de preparagbes farmacéuticas como alternativa aos benzodiazepinicos para
tratamento da ansiedade e insénia. Entre as substancias ativas presentes no género
Valeriana destacam-se os 6leos volateis, valepotriatos, flavondides e lignanas.
Entretanto, estudos farmacol6gicos com produtos isolados sao escassos. Espécies
nativas de Valeriana, que ocorrem no Rio Grande do Sul, tém sido estudadas em
relacdo a sua composi¢cdo quimica, sendo a espécie Valeriana glechomifolia a que
possui maior teor de valepotriatos. Neste estudo, diferentes métodos de extragdo de
valepotriatos foram comparados e extratos enriquecidos em valepotriatos foram
testados em modelos animais de sedacdo, ansiedade e depressao. Valepotriatos
isolados foram submetidos a ensaios de ligacdo a receptores benzodiazepinico e
serotonérgico (5HTa) e ensaios de atividade da enzima Na*K*ATPase. A extragédo por
fluido supercritico com dioxido de carbono (SCCO.) foi realizada em temperatura
constante de 40 °C e pressdes variaveis (90, 120, 150 e 200 bar) e demonstrou maior
teor de valepotriatos que os métodos de extracdo por maceragdo em ultrassom e
maceracao. Entre as diferentes pressdes de extracao utilizadas no método de SCCO,,
o0 maior teor de valepotriatos foi apresentado pela fragdo obtida na pressao de 90 bar.
Todos os extratos mostraram o mesmo perfil qualitativo de valepotriatos. Flavondides
também foram obtidos através de maceracao por ultrassom em metanol. A dose letal
mediana dos valepotriatos obtidos por maceracao por ultrassom foi de 42+3 mg/kg, i.p.
Esta mesma solucéo extrativa, na dose de 10 mg/kg, v.o. (gavage), foi inefetiva no
labirinto em cruz elevado e tempo de sono barbitlrico, sugerindo a auséncia de
propriedades ansioliticas e hipnotico-sedativas. Resultados similares foram obtidos com
a solucao extrativa enriquecida em flavondides. Valtrato, acevaltrato, 1-B-acevaltrato,
diavaltrato e o flavondide codificado como B6 ndo apresentaram ligacdo ao sitio

benzodiazepinico do complexo receptor GABAa, nem ao receptor serotonérgico (5HT1a)
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na faixa de concentragao de 1-100 uM. Os valepotriatos inibiram a atividade da enzima
Na*K*”ATPase na faixa de concentracdo micromolar. A fragcdo de valepotriatos obtida
por SCCO: (10 mg/kg, gavage) foi efetiva no teste da natacao forcada, sem interferir na
atividade locomotora esponténea, sugerindo uma atividade do tipo antidepressiva. Em
conclusdo, a extragdo por fluido supercritico com didéxido de carbono mostrou-se
eficiente para a obtencao de fragdes enriquecidas em valepotriatos e estas substancias
representam uma nova classe quimica com atividade inibitéria ndo seletiva da enzima

Na*K*ATPase, e com atividade do tipo antidepressiva.

Palavras chaves: Valeriana, valepotriatos, sedativo, ansiolitico, antidepressivo,
Na*K*ATPase.
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ABSTRACT

Species of the genus Valeriana are traditionally used to treat anxiety, irritability
and sleep disorders. The World Health Organization indicates pharmaceutical
preparations of V. officinalis as an alternative to benzodiazepine drugs for treating
anxiety and insomnia. Volatile oil, valepotriates, flavonoids and lignan have been
suggested as active substances of the Valeriana genus. However pharmacological
studies on isolated compounds are scarce. Species of Valeriana native to Rio Grande
do Sul have been studied regarding their chemical composition being Valeriana
glechomifolia the species with highest valepotriate’ contents. In this study different
methods of extraction of valepotriates from aerial parts of V. glechomifolia were
compared, and valepotriate’ enriched extracts were tested in mice models of sedation,
anxiety and depression. Isolated valepotriates were submitted to binding to
benzodiazepine and 5HTia receptors, and assayed for the Na*K*ATPase inhibitory
activity. The extraction by supercritical carbon dioxide (SCCO,) was carried out at 40 °C
under 90, 120, 150 or 200 bar affording higher valepotriates contents than maceration
with dichloromethane and ultrasound. The highest valepotriates yielding was obtained
with SCCO, (40 °C , 90 bar). All extracts presented the same qualitative valepotriate’
profile. Flavonoids were also obtained from methanol extracts. The median lethal dose
of valepotriates obtained by maceration was determined as 42+3 mg/kg, i.p. This
valepotriate’ enriched extract (10 mg/kg, p.o., gavage) was ineffective in the elevated
plus maze and barbiturate sleeping time tests suggesting that it does not present
anxiolitic or hypnotic-sedative properties. Similar results were obtained with flavonoids’
enriched extract. Valtrate, acevaltrate, 1-B-acevalirate, diavaltrate and the flavonoid
named B6 did not bind to benzodiazepine site of receptor GABAA complex neither to
serotonergic receptor (5HTia) at 1-100 puM. The valepotriates inhibited the
Na*K*ATPase activity at micromolar concentration range. The valepotriates fraction
obtained by SCCO, (10 mg/kg, gavage) was effective in the forced swimming test
without interfering with the spontaneous locomotor activity suggesting that it presents an

antidepressant-like activity. In conclusion the extraction by supercritical carbon dioxide is



valuable to obtain valepotriates enriched fractions; and valepotriates seem to represent
new chemical entities with no selective inhibitory activity of Na*K*ATPase, as well as
with antidepressant-like activity.

Keyword: Valeriana, valepotriates, sedative, anxiolitic, antidepressant, Na*"K*ATPase.
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1. INTRODUCAO

Plantas medicinais sao utilizadas desde tempos remotos para cura de doengas e
promocao do bem estar. Aquelas que provocam alteracées de consciéncia e sensoriais
recebem especial atencdo dos cientistas que dirigem esforcos na busca do
entendimento dos mecanismos de agdo que desencadeiam mudancgas
comportamentais, bem como cognitivas e de humor. Propriedades do tipo estimulante,
alucinégena, analgésica, ansiolitica, antidepressiva e hipnético-sedativa sdo algumas
das atividades relatadas pelos pesquisadores. Diversas espécies sdo responsaveis por
estas agdes como Ephedra sinica Stapf., Paulinia cupana K., Papaver somniferum L.,
Passiflora incarnata L., Piper methysticum G Forst., Hypericum perforatum L. entre
outras (Carlini, 2003).

Entre as plantas medicinais consideradas ansioliticas e sedativas, cita-se o
género Valeriana L. que compreende entre 300—400 espécies (Backlund e Moritz, 1998)
e é pertencente a familia Valerianaceae Batsch. Os antigos gregos usavam estas
plantas para problemas no trato digestivo e urinario e no século 17, em varios paises da
Europa, passaram a ser prescritas para o tratamento de epilepsia, histeria, ansiedade e
insbnia (Duke,1985; Hobbs, 1989). Suas indicacbes mais atuais sado: sedativo leve
(promotor do sono), para alivio de estados de excitagdo nervosa, tensao, irritabilidade e
ansiedade indutora de disturbios do sono (Who, 1999; Blumenthal, 2000).

As espécies mais empregadas na producao de fitoterapicos sédo V. officinalis, V.
wallichii e V. edulis. A espécie V. officinalis é a matéria-prima de diversas
especialidades farmacéuticas podendo estar associada a outras plantas. No Brasil ha
registro de dois medicamentos produzidos a base de V. officinalis que sdo Extrato seco
de Valeriana officinalis® (Quimica e Farmacéutica Nikko do Brasil Ltda) e Valeriana
officinalis associada a Humulus Ilupulus® (Zeimport Comércio de Importacdo e
Exportacéo Ltda) (ANVISA, 2009).



A Organizacdo Mundial da Saude considera que as preparacoes farmacéuticas
obtidas a partir de V. officinalis podem ser utilizadas como alternativa aos
benzodiazepinicos. A principal indicagéo de uso é como sedativo leve, porém seu efeito
terapéutico ndo é imediato, o que limita sua utilizagdo para tratamento agudo (Who,
1999).

A maioria dos dados farmacolégicos encontrados na literatura refere-se a acao
sedativa de espécies Valeriana, havendo controvérsias quanto a definicdo das
substancias responsaveis por esta acao, sendo atribuida primeiramente aos o6leos
volateis, em seguida aos valepotriatos (é€steres de iridoides néo glicosilados) e, ainda,
alguns autores consideraram a possibilidade da acdo sinérgica de ambos (Hoobs,
1989). Além de Oleos volateis e valepotriatos, outras classes de substancias estao
sendo abordadas, como flavondides e lignanas, que também demonstram acao
sedativa nos ensaios pré-clinicos realizados (Schumacher et al., 2002; Wasowski et al.,
2002; Marder et al., 2003).

Os ensaios pré-clinicos compreendem estudos comportamentais através da
utiizacdo de modelos animais de ansiedade e sedacdo, bem como estudos de
eletrofisiologia e de radioligacao a receptores neuronais (Mennini et al., 1993; Capasso
et al., 1996; Marder et al., 2003; Granger et al., 2005).

Em termos de estudos clinicos, os resultados obtidos sdo controversos. Alguns
autores afirmam que extratos de espécies Valeriana produzem seda¢ao, melhorando a
qualidade do sono, contudo outros relatam inefetividade. Segundo a opiniao de autores
que executaram revisdes sistematicas de ensaios duplo-cegos e placebo-controlados
do uso de V. officinalis para tratamento da insénia, os resultados controversos obtidos
pelos diferentes ensaios decorrem da variabilidade no numero de pacientes, da
qualidade metodolégica e do delineamento dos estudos (Stevinson e Ernst, 2000; Bent
et al., 2006; Taibi et al., 2007).

No Brasil, foram descritas dezessete espécies de Valeriana. Borsini (1962), apos

revisdo do género brasileiro, estabeleceu quinze espécies. Anos mais tarde, Sobral



(19992, 1999°, 1999°) descreveu outras duas. Doze destas, Valeriana bornmuelleri
Briq., V. catharinensis Graebn., V. chamaedryfolia Cham. & Schltdl, V. eichleriana
(C.A.Mull.) Graebn., V. eupatoria Sobral, V. glechomifolia Meyer, V. polystachya Smith,
V. salicariifolia Vahl., V. scandens L., V. reitziana Borsini, V. tajuvensis Sobral e V. ulei
Graebn. ocorrem no Rio Grande do Sul (Sobral, 19992, 1999°, 1999°).

Ha cerca de uma década, algumas destas espécies tém sido estudadas. Salles
e colaboradores (2000) isolaram e identificaram nove iridéides, sendo oito valepotriatos
e um iridoide glicosilado, de folhas, caules e raizes de V. glechomifolia. Também
desenvolveram a metodologia para o estabelecimento de culturas de células in vitro
(cultura de calos) (Salles, 1999) e de propagacao de plantas (micropropagacao) (Salles
et al., 2002). Silva (2001), apdés desenvolvimento e validagdo de um método de
quantificacdo por fase reversa em CLAE acoplado a espectroscopia UV, quantificou
cinco valepotriatos em nove espécies de Valeriana coletadas no Rio Grande do Sul,
sendo estas V. catharinensis, V. chamaedryfolia, V. eichleriana, V. eupatoria, V.
glechomifolia, V. polystachya, V. salicariifolia, V. scandens e V. tajuvensis. Em paralelo,
foram quantificados os valepotriatos produzidos pelas culturas de calos e suspensao de
V. glechomifolia. De Carvalho (2004) otimizou o protocolo de micropropagacao de V.
glechomifolia e desenvolveu diferentes métodos de preparacao para a transferéncia ex-
vitro e cultivo a campo. Russowiski (2007) estabeleceu a producao de valepotriatos em
culturas liquidas de V. glechomifolia. Maurmann e colaboradores (2008) desenvolveram
um meio nutriente para producao de biomassa e valepotriatos em culturas de V.
glechomifolia estocadas por longos periodos.

Conforme determinado por Silva (2001), as diferentes espécies nativas de
Valeriana apresentaram concentracoes diferenciadas de valepotriatos. A espécie que
apresentou teores mais elevados (2,05 %), sendo o caule o 6rgao de maior acumulo, foi
V. glechomifolia. Em sequéncia se destacou V. eupatoria (1,17 %), V. eichleriana (0,52
%) e V. tajuvensis (0,30 %). Foi verificado que todas as amostras analisadas
apresentaram valepotriatos, exceto nos extratos provenientes dos caules de V.
chamaedrifolia e V. salicariifolia, onde nao foi possivel detecta-los. Os valepotriatos

quantificados foram: diidrovaltrato, 1-3-acevaltrato, acevaltrato, diavaltrato e valtrato.



Mediante a pesquisa com espécies nativas de Valeriana, em termos
biotecnolégicos e quimicos, frente a escassez de dados farmacoldgicos, os objetivos
deste trabalho foram a realizagdo de analises farmacologicas em modelos animais de
ansiedade, sedacao e depressao, bem como a realizacao de ensaios bioquimicos em
sistemas relacionados. Além disso, com intuito de encontrar um método de obtencao
mais seletivo e eficiente dos compostos de interesse, também foi investigada a
eficiéncia de um método de extracdo nao convencional para a obtencdo de alguns

constituintes quimicos de V. glechomifolia.



2. OBJETIVOS

2.1. Gerais

- Obtencdo dos constituintes quimicos de espécies de Valeriana com énfase em

valepotriatos e flavonoides;

- Avaliacao da atividade de Valeriana glechomifolia no Sistema Nervoso Central.

2.2. Especificos

- Obtencao de solucdes extrativas de valepotriatos pelas técnicas de maceracao por

ultrassom e por fluido supercritico;

- Avaliacéo da atividade de fragcdes enriquecidas de valepotriatos e flavondides obtidos

de V. glechomifolia em modelos animais de ansiedade, sedac¢ao e depresséo;

- Realizagao de estudos bioquimicos, como experimentos de radioligacdo a receptores
benzodiazepinico e serotonérgico, com valepotriatos e flavondides, e avaliacdo da
atividade da enzima Na*K*ATPase com valepotriatos.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Dados Taxonomicos

A familia Valerianaceae é subdividida em trés tribos: Patrinieae, Triplostegieae e
Valerianeae. Estas tribos englobam quatorze géneros, dois da tribo Patrinieae, um da
tribo Triplostegieae e onze géneros distribuidos em cinco subtribos da tribo Valerianeae
(tabela 3.1) (Eriksen, 1989).

Tabela 3.1: Tribos, subtribos e género do sistema de Graebner (1906). A distribuicao geografica é dada
pelas abreviagdes: As = Asia, Eur = Europa, N Am = América do Norte, S Am = América do Sul.

Tribos Subtribos Genus sensu Graebner
Patrinieae - Patrinia (As)
Nardostachys (As)
Triplostegieae - Trilpostegia (As)
Valerianeae Plectridinae Plectritis (N Am)
Valerianella (Eur.)
Fediinae Fedia (Eur.)
Valerianinae Valeriana (As. Eur., Am)

Phyllactis (S Am)
Aretiastrum (S Am)
Belonanthus (S Am)

Phuodendron (S Am)
Stangea (S Am)
Centranthinae Graebn. Centranthus (Eur.)
Aatrephinae Graebn. Astrephia (S Am)

Fonte: Eriksen, B. Notes on generic and infrageneric delimitation in the Valerianaceae. Nordical Journal of
Botany, v.9, n.2, p.179-187, 1989.

Como os géneros Patrinia e Triplostegieae, mais primitivos, sdo nativos da Asia,
diversos autores consideram que a familia Valerianaceae tenha sido originada neste
continente (Eriksen, 1989). Alguns géneros como Centranthus, Fedia e Valerianella,
mais evoluidos que os primeiros, sdo nativos da regiao do Mediterraneo, onde ocorrem
também algumas espécies de Valeriana. O ultimo, constituido de 300 espécies, tem o
maior numero de representantes na América do Sul, especialmente na regido andina,

onde o género sofreu muitas modificagcbes adaptativas. A adaptacdo as condi¢coes



extremas resultou na formagdo de um grande numero de espécies (Cronquist, 1981;
Eriksen, 1989).

No Brasil foram descritas dezessete espécies do género Valeriana, sendo doze
delas nativas no Rio Grande do Sul (V. bornmuelleri; V. catharinensis; V.
chamaedryfolia; V. eichleriana; V. eupatoria; V. glechomifolia; V. polystachya; V.
reitzania; V. salicariifolia; V. scandens; V. tajuvensis e V. ulei). O género se desenvolve
em regides de clima temperado, com condi¢cdes edafolégicas pobres, tipicas de campos
rochosos (Sobral, 1999%; Sobral, 1999°; Sobral, 1999°). Morfologicamente o género é
pouco homogéneo constituindo-se na maioria de ervas e subarbustos, mas contendo
também uma espécie trepadeira e uma arbustiva. Possuem um odor caracteristico,
decorrente da liberacdo de acido isovalérico resultante da hidrélise enzimatica de
alguns dos constituintes quimicos presentes, o qual pode ser utilizado na identificacao
da familia (Cronquist, 1981; Houghton, 1994).

3.2 Perfil fitoquimico da familia Valerianaceae

A familia Valerianaceae se caracteriza quimicamente pela presenga de iridéides,
especialmente os valepotriatos, flavondides, lignanas e éleos (Costa, 1975; Duke, 1985;
Hobbs, 1989; Bruneton, 1991; Backlund e Moritz, 1998).

3.2.1 Iridoides

Os primeiros iridéides isolados foram inicialmente designados “amaroides”,
devido ao sabor intensamente amargo, e “pseudoindicanos”, uma vez que, por hidrolise
acida em condicOes oxidativas, polimerizam originando substancias de coloracao azul-
escura. Apés a obtencgao de iridodial, 0 mais simples dos iridoides, isolado de formigas
do género Iridomirmex, passaram a ser chamados de iriddides (Boros e Stermitz, 1990).

Nos vegetais, estas substancias desempenham papel de dissuasérios alimentares,



devido ao sabor amargo e, numa interagdo co-evolutiva, sdo sequestrados por alguns
animais que os utilizam em sua prépria defesa (Rimpler, 1991).

As primeiras estruturas de iriddides foram definidas na década de 50 e sao
conhecidos diversos produtos que podem ser divididos em dois grandes grupos:
iriddides carbociclicos e seco-iridoides. A estrutura geral de um iridéide carbociclico
consiste no sistema ciclopentanodiidropirano, metilado nas posi¢oes 4 e 8, denominado
esqueleto iridano (1).

Uma cisdo oxidativa da ligagdo C-7 e C-8 no anel ciclopentano conduz aos seco-
iridoides (2) que compbéem a estrutura dos alcaldides inddlicos monoterpénicos
encontrados em Apocynaceae, Rubiaceae e Loganiaceae (El-Naggar e Beal, 1980;
Boros e Stermitz, 1990).

Com excecao de algumas substancias produzidas por insetos, os iridéides séao
restritos as dicotiledéneas, sendo abundantes em certas ordens das simpétalas, tais
como Dipsacales (na qual esté incluida a familia Valerianaceae), Cornales, Gentianales
e Lamiales (Sensu Dahlgren, 1989), onde sdo formados por diferentes rotas



biossintéticas (Jensen et al., 1975; Dahlgren, 1980; Jensen, 1992). Devido a
distribuicao restrita a determinados taxons, essas substancias tém sido amplamente
empregadas em estudos taxondmicos. Seco-iridéides, por exemplo, sdo mais
frequentes na ordem Gentianales, enquanto iridéides carbociclicos sdo amplamente
distribuidos na ordem Lamiales (Jensen et al., 1975; Dahlgren, 1980; Dahlgren, 1989;
Jensen, 1992).

A diversidade estrutural dos iridéides carbociclicos deve-se ao padrdao de
substituicdo e a modificagdes no esqueleto basico. Normalmente, o anel ciclopentano
esta ligado ao anel diidropirano em configuracdo cis apresentando H-5 e H-9 em
posicao B. A molécula pode ser encontrada na forma livre, ou combinada com acucares,
formando os iridéides glicosilados. Em ambas as formas, o C-10 e/ou C-11 podem estar
ausentes. O carbono 11 usualmente ocorre como grupo carboxila ou carbometoxila,
embora, grupamentos com menor nivel de oxidacdo como metila, hidroximetila e
formila, nesta posigdo, também sejam encontrados (Jensen, 1991). Produtos com
grupamento hidroximetila na posicdo 11 sado caracteristicos de Valerianaceae e
Caprifoliaceae (Sensu Cronquist, 1981). Os iridoides glicosilados presentes nestes
taxons apresentam, frequentemente, o acucar ligado nesta posi¢cao, enquanto que na
maior parte destes produtos a ligacao heterosidica ocorre no C-1. O agucar presente
nos iriddides glicosilados €, na maioria das vezes, a glicose (Inouye, 1991; Jensen,
1991).

Em relagdo a biossintese de iridéides, varios experimentos estabeleceram o
acido mevalbnico como precursor € o pirofosfato de geranila como intermediario na rota
biossintética (Jensen, 1991; Franzyk, 1993). Subsequentemente, com maior nUmero de
informacgdes, tem sido proposto que os iridoides sejam biossintetizados a partir de duas
rotas principais (rota | e rota Il). Nestas, os dois grandes grupos de iridéides
(carbociclicos e seco-iriddides) sao formados a partir de precursores - iridodial (5) e epi-
iridodial (9) - que se diferenciam apenas pela estereoquimica da metila (C-10) ligada ao
carbono 8
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Figura 3.1: rotas biossintéticas para iridéides (adaptado de von Poser, 1997).
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(figura 3.1) (Jensen, 1991; Jensen, 1992; Damtoft et al., 1993% Damtoft et al., 1993°;
Damtoft, 1994).

A rota | inicia a partir de geraniol (3) e 10-hidroxigeraniol (4), via iridodial (5) e
iridotrial (6). Iridotrial sofre oxidacdo de C-11 até estdgio de carbonila originando a
aglicona do acido desoxiloganico (7). A glicosilacao de (7) fornece acido desoxiloganico
(8), precursor de seco-iriddides e iridoides carbociclicos com estereoquimica 83 (C-10
em conformagao PB). Na rota Il, rota de biossintese da série 8-epi, ou seja, iriddides com
estereoquimica 8a (C-10 em conformagéo a), epi-iridodial (9), via epi-iridotrial (10), com
posterior oxidacao de C-11, origina-se a aglicona do acido epi-desoxilogéanico (11). Este
acido, por glicosilacao, fornece acido epi-desoxiloganico (12), o precursor dos iridéides

carbociclicos com estereoquimica 8a (Jensen, 1991; Jensen, 1992).

Os valepotriatos sao iridéides carbociclicos nao glicosilados que apresentam
configuracdo 8B. Assim, embora ndo existam estudos sobre a biossintese dessas
substancias, é possivel inferir que as mesmas sejam biossintetisadas a partir do
precursor da Rota |. As variagdes estruturais devem-se aos diferentes substituintes
acidos esterificados com os grupos hidroxila, a presenga ou auséncia de um grupo
epoxido e ao numero e posicao das ligacées duplas no nucleo principal (Hobbs, 1989).

Os valepotriatos sédo divididos em dois grupos principais: monoénicos e diénicos.
Os diénicos distinguem-se dos monoénicos por possuirem uma segunda ligagdo dupla
entre C5-C6. Os valepotriatos monoénicos, mais frequentes em espécies de Valeriana,
sao: diidrovaltrato, homodiidrovaltrato, isovaleroxiidroxi-diidrovaltrato (IVHD-valtrato),
acetoxiidroxi-diidrovaltrato (AHD-valtrato), isodiidrovaltrato e 11-
homoidroxildiidrovaltrato, enquanto que os diénicos sao valtrato, isovaltrato, diavaltrato,
homovaltrato 1, homovaltrato 2, 11-acevaltrato, 1-homoacevaltrato, hidroxivaltrato, 1-
homoisoacevaltrato e seneciovaltrato (Sthal e Schild, 1971; Funke e Friedrich 1975;
Hélzs e Jurcic, 1975; Handyieva e Zaikin 1978; Handyieva et al., 1978; Tittel et al.,
1978; Kucaba et al., 1980; Dossaji e Becker, 1981; Becker et al., 1983; Foerster et al.,
1984; Hoélzl e Koch, 1984; Bach et al., 1993; Tang et al., 2002).
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Os valepotriatos sdo instaveis e sob influéncia de calor, umidade e acidez,
decompdem-se produzindo acidos livres e nucleos monoterpénicos. Dessa instabilidade
surgem os produtos de degradacao baldrinal, homobaldrinal, deacilbaldrinal, isovaltral e
valtroxal (Denee et al., 1979; Houghton, 1988; Hobbs, 1989). A hidrélise de
valepotriatos durante o processo de secagem e armazenamento da planta resulta na

liberacao de acido valérico, responsavel pelo odor tipico das espécies de Valeriana.

Tanto valepotriatos monoénicos como diénicos podem apresentar o anel epoxido
aberto. Sdo exemplos: valtrato hidrina B1, valtrato hidrina B2, valtrato hidrina B4,
valtrato hidrina B5, valtrato hidrina B6, valtrato hidrina B7, valtrato hidrina B8, valtrato
hidrina B3, valeclorina (diidrovaltrato hidrina), acetoxivaltrato hidrina, 10-acetoxi-1-
homovaltrato hidrina, 10-acetoxi-1-acevaltrato hidrina (H6lzl e Koch, 1984; Koch e Hdlzl,
1985; Houghton, 1988; Hobbs, 1989; Bach et al., 1993; Tang et al., 2002).

Um quarto grupo de estruturas é dos valepotriatos desoximonoénicos, nos quais
o anel epoxido ligado ao C8 do anel ciclopentano esta substituido por um metileno
(CH2=), sdao exemplos: o 8,11-desoxidiidrovaltrato e 8,11-desoxiomodiidrovaltrato (Bos
et al.,, 2002). Mais recentemente, foram obtidos valepotriatos apresentando, em lugar
do epdxido, um grupamento metila (8-metilvalepotriato) (Wang et al., 2008) e também
compostos acilados apresentando uma porcao o-hidroxi benzoiloxi ligado ao C10
(jamanvaltratos) (Lin et al., 2009).

Os valepotriatos encontram-se exclusivamente em espécies da familia
Valerianaceae, ocorrendo em teores de até 5,9% em partes aéreas de V.
kilimandascharica e 14,5% em partes subterraneas de V. thalictroides (Dossaji e
Becker, 1981; Becker et al., 1983).

Silva (2001) analisou nove, entre as doze espécies de valeriana que ocorrem no
Rio Grande do Sul. Inflorescéncias, folhas, caules, raizes e rizomas de V. catharinensis,
V. chamaedryfolia V. eichleriana, V. eupatoria, V. glechomifolia, V. polystachya, V.
salicariifolia, V. scandens e V. tajuvensis foram investigados quanto ao conteudo de
valepotriatos por cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE). Através de CCD, foi constatado a presenga de substancias com
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comportamento cromatografico (extingdo de fluorescéncia a 254 nm e reacgéao frente ao
agente cromogénico) semelhante aos valepotriatos existentes em todas as espécies

estudadas e, por CLAE, foi realizada a quantificagdo dos mesmos.

O doseamento realizado por CLAE de fase reversa revelou V. glechomifolia
como a espécie de teores mais elevados de valepotriatos (2,05 %), sendo o caule o
6rgao de maior acumulo. Em sequéncia destacaram-se V. eupatoria (1,17 %), V.
eichleriana (0,52 %) e V. tajuvensis (0,30 %). Os valepotriatos foram quantificados em
todos os 6rgaos analisados, demonstrando que a capacidade de biossintese e de

acumulo destas substancias nao esta restrita aos 6rgaos subterraneos (Silva, 2001).

3.2.2 Flavonodides

Flavondides sdo metabdlitos secundarios de baixo peso molecular encontrados
em plantas vascularizadas. Estruturalmente, sdo polifendis sintetizados a partir da via
dos fenilpropandides, podendo ser encontrados na forma de aglicona livre ou
conjugados com acgucares (Harborne, 1975). No reino vegetal, atuam como moléculas
defensoras e sinalizadoras dos processos reprodutivos, patogénicos e simbidticos
(Rjike et al., 2006).

Estruturalmente, os flavondides sao relacionados ao esqueleto tipo cromano com
substituinte fenila nas posi¢cdes C-2 ou C-3. Frequentemente apresentam hidroxilas nas
posigdes 3, 5, 7, 3, 4 e ou 5’ e as mesmas podem ser metiladas, acetiladas, preniladas
e sulfatadas. De modo geral, sdo subdivididos em flavona, flavonol, isoflavona,
flavanona, chalcona, antocianidina, catequina, flavanovol e ocorrem como O- e C-
glicosideos, sendo que os agucares mais comuns sao B-D-glicose, L-arabinose, B-D-
galactose e L- ramnose. Os O-glicosideos apresentam o agucar ligado ao grupo
hidroxila da aglicona nas posi¢cdes 3 ou 7, enquanto os C-glicosideos, o agucar liga-se
usualmente ao carbono da aglicona nas posigdes 6 ou 8 (Rjike et al., 2006).

Os flavonoides relatados para as espécies de Valeriana sao quercetina,

diosmetina, luteolina, apigenina, acacetina, canferol, acacetina 7-O-B-soforosideo e
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acacetina 7-O-(6"-0O-a-ramnopiranosil)-B-soforosideo (Kornievskii et al., 1979; Fursa,
1979; Fursa, 1980; Fursa e Litvinenko, 1981; Fursa et al, 1981; Fursa, 1982;
Trzhetsinskii et al., 1983; Fursa, 1983; Fursa e Belyaeva, 1983; Fursa et al., 1984;
Fursa, 1984; Fursa et al., 1987; Tang et al., 2002).

Wasowski e colaboradores (2002) isolaram de V. wallichii e detectaram em V.
officinalis o flavono6ide 6-metilapigenina. No ano seguinte isolaram das mesmas
espécies um flavondide muito comum em espécies citricas, porém desconhecido em
valeriana, o 2S(-)hesperidina (Marder et al., 2003). O mesmo grupo de pesquisadores
isolou linarina de V. officinalis, um flavondéide glicosilado identificado pela primeira vez
em espécies de Valeriana (Fernandez et al., 2004).

3.2.3 Lignanas

As lignanas, bem como neolignanas e seus andalogos, da-se a designacao
genérica de ligndide, que caracteriza micromoléculas, cujo esqueleto é formado
exclusivamente pelo grupo fenilpropanico (Ce-C3)n, no qual n é restrito a poucas
unidades. Sao formadas através do acoplamento oxidativo de alcoois cinamilicos entre
si ou destes com acidos cindmicos. Estruturalmente, os residuos n-propilbenzénicos
apresentam o carbono gama (C-8) oxigenado, como ocorre no ciclolariciresinol de
Auracaria angustifolia (Bertl.) Kuntze, e o pinoresinol isolado de espécies de Picea
(Filho, 2003).

A partir de um extrato metandlico de raizes de V. officinalis, oito lignanas foram
isoladas, 8’-hidroxipinoresinol, pinoresinol-4-O-B-D-glicosideo, 7,9’-monoepoxilignana
massoniresinol-4’-O-B-D-glicosideo, 4’-O-B-D-glicosila-9-O-(6"-desoxisacarosil) olivila,
berquemol-4’-O-B-D-glicosideo, 7,9': 7°, 9-diepoxilignana pinoresinol-4,4’-di-3-O- D-
glicosideo, 8-hidroxipinoresinol-4’- O -- D-glicosideo e 8’-hidroxipinoresinol-4’- O -B- D-

glicosideo (Schumacher et al., 2002).
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De raizes de V. prionophylla foram isolados dois glicosideos 7,9:7”,9-
diepoxilignana, determinados como prinsepiol-4-O-B-D-glicopiranosideo e fraxiresinol-
4’-O-B-D-glicopiranosideo (Piccinelli et al., 2004).

3.2.4 Oleos volateis

A concentracao e a constituicdo dos 6leos volateis variam amplamente entre as
espécies de acordo com as condicdes ambientais sob as quais as plantas crescem, o
nuamero de cromossomos e o fenétipo das mesmas. Os principais componentes citados
sao o e PB-pineno, acetato de bornila, valeranona, acido valerénico, (-)-pacifigorgiol,
ésteres de valerenil do tipo E- e Z-acetato de valerenil, valeracetato, um sesquiterpeno
do tipo guaiano, drimenol, um sesquiterpeno da série biciclofarnesol, quessano, acetato
de o-—quessil, maaliol, acido (-)-3-B-epoxivalerénico e acido 4-B-epoxivalerénico
(Dharmaratne et al., 2002), tamariceno, valerana-4,7(11)dieno, pacifigorgia 1-10dieno,
pacifigorgia 1(6),10-dieno, pacifigorgia 1(9),10-dieno, pacifigorgia 2,10-dieno e
pacifigorgia 2(10),11-dieno (Houghton, 1988; Hobbs, 1989; Nishiya et al.,1992;
Granicher et al., 1995; Nishyia et al., 1995; Bos et al., 1996; Tori et al., 1996; Paul et al.,
2001).

3.3. Métodos analiticos aplicados a substancias presentes em Valeriana
3.3.1 Valepotriatos

Conforme revisdo na literatura realizada por Bos e colaboradores (2002),
diversos métodos analiticos qualitativos e quantitativos sdo descritos para determinagao
de valepotriatos contidos tanto em extratos brutos, quanto em especialidades
farmacéuticas. Espectrofotometria, titulometria, cromatografia em camada delgada
(CCD), cromatografia gasosa (CG), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),

espectrometria de massas e eletroforese capilar (EC) tém sido aplicados.
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A CCD (tabela 3.2) € um método adequado e possibilita a andlise rapida de um
grande numero de amostras. Em termos quantitativos, o método de escolha é CLAE e
CLAE acoplada a espectrometria de massas. Tais métodos sdo os mais utilizados para
determinacao de valepotriatos em extratos vegetais brutos, ou enriquecidos, bem como
no controle de qualidade de fitoterapicos comercializados na forma de tinturas, capsulas
e comprimidos revestidos (Bos et al., 2002).

Métodos cromatograficos visando a quantificacdo de valepotriatos foram
desenvolvidos e inicialmente alguns valepotriatos e seus produtos de degradacao foram
dosados por densitometria apds eluicdo em CCD. No ano de 1978, foi desenvolvido o
primeiro método quantitativo por CLAE, que utilizou como fase estacionaria coluna gel
de silica, n-hexano:acetato de etila (20:3) como eluente e deteccao por UV. Nos anos
seguintes, varios métodos usando fase normal e fase reversa (RP-8 e RP-18), eluigao
isocratica ou gradiente e deteccado por luz UV em diferentes comprimentos de onda
foram descritos, como pode ser observado na tabela a seguir (tabela 3.3) (Bos et al.,
2002).

Tabela 3.2: Sistemas cromatograficos para analise qualitativa de valepotriatos por CCD.

Fase estacionaria Fase movel Deteccao
Silica gel 60 F 554 *  hexano:2-butano (8:2) (2-dim.) benzidina /acido cloridrico
Silica gel HF 554 n-hexano:meti-etil-cetona (4:1)

Silica gel 60 F 554  benzeno:acetato de etila (85:15)

tolueno: metil-etil-cetona (4:1) benzidina /acido cloridrico
tolueno:n-hexano:meti-etil-cetona (35:45:20)

Silica gel G éter petroleo: acetona: acetato de etila (100:8:8) benzidina /acido cloridrico
(prep.)

Silica gel G diclorometano: acetona: acetato de etila (50:1:1)
(prep.)

Silica gel F 60 n-hexano: metil-etil-cetona (8:2) UV (254/366)

Silica gel HF 2541366  benzeno:acetato de etila (83:17) acido acético/ acido cloridrico
diclorometano:metil-etil-cetona (98:2) hidroxilamina/ acido cloridrico/

hidréxido sédio/etanol

Silica gel HF 254 n-hexano:meti-etil-cetona (8:2)(2x10cm) benzidina /acido cloridrico

Alumina (neutro) n-hexano: metil-etil-cetona (7:3)(1x13cm) benzidina /acido cloridrico

Silica gel 60 F .54,  n-hexano: metil-etil-cetona (8:2) UV, DNPH

diclorometano: acetona: acetato etila (48:1:1)
(prep.)
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Continuagéo: Sistemas cromatograficos para analise qualitativa de valepotriatos por CCD.

Silica gel benzeno:acetato de etila (9:1) 0,1% DNPH em acido cloridrico
(25%) / &cido sulfurico (1:1)
éter de petréleo: acetato de etila (8:2)
dietil éter: hexano (5:5)
éter de petréleo : acetona (8:2)

Silica gel GF 254 n-hexano:metil-etil-cetona (8:2) (2x10cm) UV 254/benzidina /acido
cloridrico (110°C)
acido cloridrico 6N
acido cloridrico (25%)/
acido sulfarico (1:1)
tricloreto antiménio
(22% em cloroférmio)

Silica gel GF Fxs4  benzeno:acetato de etila (9:1) 22% cloreto antimoénio/
DNPH (105°C)
éter de petroleo :acetato etila (8:2)
dietil éter: hexano (5:5)
éter de petréleo: acetona (8:2)

Silica gel GF 254 hexano:metil-etil-cetona (9:1) (2dim) UV 254/DNPH (5min 105°C)
hexano:metil-etil-cetona (8:2) (2dim)
diclorometano :metil-etil-cetona (9:1) (2dim)
tolueno:acetato de etila: metil-etil-cetona (80:15:5) UV 254/DNPH (5min 105°C)
(insat, 13cm)

HPTLC (RP-Cyg) metanol: dgua (8:2) gas amonia /UV/
279nm/255nm/425nm
Silica gel 60 F 254  diclorometano: acetona: acetato de etila (48:1:1)
diclorometano :meti-etil-cetona (98:2)

n-hexano:metil-etil-cetona (8:2) UV (254nm)/ DNPH/NBP
n-hexano:metil-etil-cetona (8:2) NBP (3% em acetona,
40°C,90min)

benzeno:acetato de etila (83:17) UV/ (254/366)/DNPH
tolueno: acetato de etila: metil-etil-cetona (80:15:5) DNPH/NPB

Silica gel HG 60 F tolueno: acetato de etila (78:22) UV (254nm)/acido acético/

254 acido cloridrico

Silica gel GF 254 cloroférmio . metanol (50:0,5) UV (254nm)

cloroférmio . metanol (8:2)

Fonte: Bos et al., 2002; DNPH 2,4-dinitrofenilidrazina; NPB 4-(4-nitrobenzil)-piridina; ® impregnado com
1% polietileno em metanol.

Foi demonstrado que valepotriatos isémeros e homédlogos de extratos
cloroformicos de raizes de V. officinalis foram separados por fase normal e reversa
sendo que a ultima proporciona um melhor perfil de separacédo (Van Meer e Labadie,
1981; Dossaji e Becker, 1981). Foerster e colaboradores (1984) quantificaram os
valepotriatos valtrato, isovaltrato, homovaltrato, acevaltrato, diidrovaltrato e [VHD-
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valtrato, utilizando coluna cromatografica preparativa Altex Ultrasphere — ODS (10 x 250
mm, 5 udp), sistema gradiente metanol:agua (bomba A 60:40; bomba B 90:10) e
deteccao a A 254 nm para valepotriatos diénicos. Para os monoénicos foi empregado

um sistema isocratico acetonitrila:agua (70:30), deteccdo em A 206 nm.

Tabela 3.3: Métodos para andlise quantitativa por CLAE de valepotriatos e baldrinal descritos na

literatura.

Fase estacionaria Fase movel Deteccao

Fase normal

Nucleosil 50 (250x4 nm) n-hexano:acetato de etila (20:3) IVelUV

Lichrosorb Si 100 (5 um) diclorometano:acetato de etila UV (254 nm)
(20:1)

Spherisorb silica SSW hexano:metanol (92:8) UV (254 nm)

(250x4,6 mm, 5 um)
Partisil silica (250x3 mm, 5 um)

Fase reversa
Spherisorb ODS (250x3 mm, 5 pum)

n-hexano:acetato de etila (90:10)
n-hexano:acetato de etila (95:5)

n-hexano:etanol (99,5:0,5)

metanol:agua (50:50)
acetonitrila:agua (60:40)

UV (206 e 256 nm)
UV (206 e 256 nm)

Bondapack C4g (300 x 3,9 mm) A (metanol:agua 2:8) UV (254 nm)
B (metanol:agua 8:2)
metanol:agua (8:2) UV (208 nm)
Ultrasphere ODS (250x10 nm, 5 um) acetonitrila:agua (7:3) UV (206 nm)
A (metanol:agua 6:4) UV (254 nm)

Licrospher 100 CH (250x4 nm, 5 um)
Licrosorb RP-18
Nucleosil C4g (250x4 mm, 5um)

Nucleosil C4g (250x4 mm, 5 um)
Nucleosil C4g (250x4 mm, 5 um)

B (metanol:agua (9:1)

A (metanol:agua 4:6)

B (metanol:agua 9:1)
metanol:agua

(8:2; 0,5%acido fosférico)
A (metanol:agua 9:1)

B (metanol:agua 4:6)
metanol:agua (7:3)

A (metanol:agua 9:1)

B (metanol:agua 6:4)

UV (208 e 254 nm)
UV (255 nm)
UV (206 e 254 nm)

UV (208 nm)
UV (208 e 254 nm)

Zorbax RP-18 ODS (250x4,6 mm) acetonitrila:agua (62:38) UV (254 nm)
Lichrosorb RP-18 (250x4 mm, 10 um) metanol:agua (3:7) UV (220 nm)
Nova-Pak C-18 (150x3,9 mm, 4um) acetonitrila:dgua (55:45) UV (254 nm)
ApexPrep ODS-2 (250x4,6 mm, 8um) metanol:agua

(8:2; 0,5%H3PO,, pH 2)
CLAE Preparativa
Lichrosorb Si 100 (350x8 mm) n-hexano: acetato de etila (20:3) UV
Nucleosil 100-7 RP-18 (250x21 mm) acetonitrila:agua (55:45) uv
Altex Ultraspehere ODS (250x10 mm) acetonitrila:agua (7:3) UV 206 nm
Altex Ultraspehere ODS (250x10 mm) A (metanol:agua 6:4) UV 254 nm

B (metanol:agua 9:1)

Fonte: Bos et al., 2002
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Freytag (1983) descreveu um método que permitiu a quantificacdo simultanea de
acido hidroxivalerénico, acido acetoxivalerénico, acido valerénico e de valerenal, na
presenca de acevaltrato, diidrovaltrato, valtrato e isovaltrato em extratos e tinturas de V.
officinalis. Para tanto, utilizou uma coluna LiChrosorb RP18 (250 x 4,6 mm, 5 um),
sistema isocratico acetonitrila:agua (65:35 pH 2,0 ajustado com acido fosférico),

deteccao a A 225 nm a temperatura de 30 °C .

Perry e colaboradores (1996) propuseram o uso de padrdo interno (anilida de
acido graxo) para analise de valtrato e acido valerénico em extratos de V. officinalis.
Segundo Bos e colaboradores (2002), o sistema cromatografico considerado mais
adequado para separacao simultanea de valepotriatos, seus produtos de decomposicéao
e 0s sesquiterpenos consiste de CLAE com detector fotodiodo, coluna analitica RP - 18
(5 mm), eluicdo em sistema isocratico seguido de gradiente linear (bomba A — 800 g
agua e 156,4 g acetonitrila; bomba B — 200 g agua e 625,6 g acetonitrila; ambos
contendo 1 mM acido fosférico). Esse foi incluido na quarta edigdo da Farmacopéia
Européia no ano de 2002.

Silva (2001) validou um método de quantificacdo de valepotriatos por fase
reversa em CLAE acoplado a espectroscopia UV, em exiratos obtidos de V.
glechomifolia, espécie nativa no Rio Grande do Sul. Os equipamentos utilizados foram
0s seguintes: mdédulo de separagdo Shimadzu (mod. LC 10 — AD), com médulo de
comunicagdo CBM (mod. SPD 10 — A), equipado com um sistema de remocéo de
gases, inje¢cdes automaticas e sistema de deteccao por UV-VIS Shimadzu mod. SP 10
— A. As condi¢cdes cromatograficas: fase estacionaria coluna Nova Pak Cig Waters 4 um
(3,9 x 150 mm), pré-coluna Nova Pak Cig Waters 60 A 4 um (3,9 x 20 mm); fase mével
isocratica acetonitrila:agua (50:50); loop 10 uL; fluxo de 1 mL/min; sensibilidade 1,0
Aufs; atenuacao 5; comprimento de onda de 208 nm (valepotriatos monoénicos) e 254
nm (valepotriatos diénicos).
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3.3.2 Flavonoides

Diversas estratégias sdo empregadas na andlise de flavondides contidos em
diferentes matrizes (plantas, alimentos e fluidos biolégicos). Os processos extrativos
envolvem extracdo com solventes, extragdo liquido-liquido, micro extracdo em fase

solida, extragao em fase sélida e soxhlet (tabela 3.4).

Tabela 3.4: exemplos representativos de extracdo em soxhlet, liquido-liquido e em fase sélida

ANALISE SOLVENTES AMOSTRAS DETALHES IDENTIFICACAO
Soxhlet
Diversos MeOH M. spicata, 12 h extragdo com CG - EM
flavonoides T.europea, U. metanol,
dioica, H. evaporagao,
perforatum resuspensao em
metanol
tamponado
(80:20 v/v)
Daidzeina, MeOH-H,O (9:1 v/v)  Leite de soja, 1 h acima de 30 °C CL - DE
genisteina farinha, carne
Flavonéides EtOH-H,0 (7:3 v/v) Folhas de CL-Uuv
glicosilados Ginkgo biloba
Extracao
liquido-liquido
Galato de EtOAc-H,O (1:1 v/v)  Cha verde
epicatequina,
galato de
epigalocatequina
Quercitrina Et,O HCI 0,1 M (pH 2) Vinho tinto Extrato seco Cl-Uuv
dissolvido em
metanol-agua (1:1
A%
Extracao em
fase sdlida
catequinas, Folhas de Folhas secas EC - DE
rutina, apigenina, Ginkgo biloba sonicadas com 5
luteolina, mL metanol por 30
quercetina min
Isoflavona e MeOH-H,O (9:1 v/v) Folhas de T. Folhas secas, CL-UV-EM
glicosideo de pratense, T. extraidas duas fluorescéncia
dimalonato de dubium, T. vezes com
flavonol repens, L. metanol:agua,
corniculatus filtracdo prévia a 2°
extracao
Daidzina, glicitina, =~ MeCN-H,O (1:1 v/v)  soja Sem hidrélise para CL - EM
genistina, determinar
daidzeina, malonatos e
gliciteina, acetatos
genisteina

Fonte: RJIKE et al., 2006

Abreviacoes: MeCN: acetonitrila, EtOAc: acetato de etila, Et,O: éter dietilico, MeOH: metanol, EtOH:
etanol, Me,O: acetona, CL: cromatografia liquida, CG: cromatografia gasosa, EC: eletroforese capilar,
DE: detector eletroquimico, UV: ultravioleta, EM: espectrometria de massas.
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No isolamento de flavonoides utilizam-se métodos cromatograficos, tais como:
cromatografia liquida (CL), cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia
gasosa (CQ), eletroforese; sendo que a mais utilizada é a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (CL-EM) (tabela 3.5).

Tabela 3.5: Exemplos do uso de CL-EM na andlise de flavonodides

AMOSTRA FLAVONOIDES MODO DE ELUENTES CL
IONIZACAO

Genista tinctora 16-flavona, glicosideo- IES (-) MeCN, AcOH
malonato-isoflavona e aglicona

Leguminosae (4 Isoflavona, glicosideo(di) ACPI () MeOH, formato

espécies) malonato flavonol e de amdnia
(di)glicosideo flavonol

Scutelaria baicalensis ~ Wogonina-5-O-glicosideo, IES (-) MeCN, AcONH,

wogonosideo, baicalina,
wogonina, horwogonina,
crisina-6-C-arabinose-8 C-
glicose, crisina-6-C-glicose-8-

arabinose
Comprimidos de Ginkgo Rutina, quercitrina, quercetina, IES (-) MeCN, AF
biloba campferol, isoramnetina,
quercetina-glicosideo
Hypericum perforatum, 50 flavonéis, flavanonas, IES (+) MeOH, AF
Rhoiola rosea, vinho, flavonas, catequinas e
suco de laranja, cha antocianinas
verde
Trevo vermelho 49 isoflavonas (glicosideo- IES (+) MeCN, H20
malonato, glicosideos-acetatos)
e agliconas
Helichrysum stoechas 6 chalconas, flavonois e ACPI (-) MeCN, formato
flavanonas de aménia

Fonte: Fonte: RJIKE et al., 2006
Abreviagdes: MeCN: acetonitrila, AcOH: acido acético, MeOH: metanol, AcNH,: acetato de amdnia, AF:
acido férmico, IES: ionizacao eletro-spray

3.4 Extracao por fluido supercritico

Além dos métodos tradicionais para extracdo de compostos de Valeriana, como
maceracao e maceragao por ultrassom, alguns trabalhos tém citado a utilizacado de
fluido supercritico para obtengcdo de componentes volateis de V. officinalis (Zizovic et
al., 2007; Safaralie et al., 2008).

Um fluido supercritico é definido como sendo formado acima do ponto critico, da
temperatura critica (Tc) e pressao critica (Pc), o que pode ser visualizado em um
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diagrama de fases. Quando somente um valor critico € atingido (temperatura ou
pressao) o fluido é considerado em estado subcritico (Pinto et al., 2006).

No estado supercritico, as propriedades fisico-quimicas de um fluido assumem
valores intermediarios aqueles dos estados liquido e gasoso. Propriedades
relacionadas a capacidade de solubilizacdo, como a densidade de um fluido
supercritico, aproximam-se daquelas tipicas de um liquido, enquanto que propriedades
relacionadas ao transporte de matéria, como a difusividade e a viscosidade, alcangam
valores tipicos de um gés. Sabe-se que os liquidos sdo excelentes solventes, mas de
difusédo lenta e alta viscosidade. Os gases, por sua vez, sdo péssimos solventes, mas
se difundem com extrema facilidade e sdo pouco viscosos. Os solventes supercriticos,
combinando caracteristicas desejaveis, tanto de liquidos quanto de gases, sao 6timos
solventes com alta difusividade e baixa viscosidade. Outra importante caracteristica do
fluido supercritico, € que sua densidade pode ser precisamente ajustada, variando os
valores de temperatura e pressao, enquanto a densidade de um liquido s6 € alterada
pela adicdo de outros solventes, ou com uma grande elevagao da temperatura. Como
consequéncia, a extracao por fluido supercritico € um processo rapido e eficiente.

A operacado de extragao inicia com o bombeamento do solvente para a célula
extratora que contém a amostra. O gas é entao pressurizado e aquecido até chegar as
condi¢des desejadas. Na célula extratora, ocorre o contato entre a amostra e o fluido
supercritico; que pode ser de maneira dindmica, na qual o fluido supercritico é
continuamente passado atravées da matriz ou estatica, onde se emprega uma
quantidade fixa de fluido supercritico que permanece um periodo de tempo em contato
com a matriz, acontecendo a extracao. Apds esta etapa, o extrato obtido é levado até
um restritor (fixo ou variavel), no qual ha um controle de temperatura e pressédo. O
extrato é separado do fluido, que retorna ao seu estado fisico original (devido a
despressurizagao); é recolhido em um sistema de coleta utilizando geralmente um
solvente, um sistema criogénico, uma retencdo em fase solida adequada ou ainda
acoplamento “on-line” com um sistema de analise ou deteccdo. O solvente extrator

normalmente é recolhido e reutilizado (Pinto et al., 2006).
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A extragao por fluido supercritico € adequada para a extracédo e purificacdo de
uma variedade de compostos, principalmente aqueles que apresentam baixa
volatilidade e polaridade. Além disso, é aplicada em situagbes que ha restricdo a
extracdo com solventes convencionais devido a regulacbes ambientais ou de saude,
para melhorar a qualidade do produto, agregando valor, bem como para a manufatura

de produtos inovadores (Diaz-Reinoso et al., 2006).

Entre os fluidos supercriticos mais utilizados, destaca-se o diéxido de carbono
(COy), por apresentar baixas pressao (74 bar) e temperatura (32 °C) criticas, baixa
toxicidade e nao inflamabilidade, baixo custo com alta pureza, facil remocao do extrato
e adequabilidade na extracdo de produtos de baixa volatilidade e polaridade (Diaz-
Reinoso et al., 2006; Pourmortazavi et al., 2007). As propriedades fisico-quimicas do
CO:; supercritico, alta difusividade, baixa viscosidade e baixa tenséo superficial facilitam

a transferéncia de massa.

Os parametros que governam a extracao por fluido supercritico sdo temperatura,
pressao, velocidade de fluxo, tamanho de particula, tempo de extracéo e transferéncia
de massa (Diaz-Reinoso et al., 2006; Pinto et al., 2006; Pourmortazavi et al., 2007).

A extracao por fluido supercritico envolve as seguintes etapas sequenciais:
transporte de CO; para a superficie externa da particula; penetracao e difusdo do fluido
na matriz sélida; solubilizacdo dos componentes; transporte do soluto através da matriz
sélida; transporte do soluto da superficie externa da matriz (transferéncia de massa
externa). A extragdo de solutos a partir de matrizes vegetais depende da transferéncia
de massa externa, da difusibilidade do soluto no sélido (matriz), da solubilidade do
soluto no solvente supercritico e na interacao entre soluto e matriz (Diaz-Reinoso et al.,
2006).

O efeito da temperatura na solubilidade é complexo, devido a combinacao das
variaveis densidades e pressao de vapor. A pressao de vapor do soluto aumenta com a
temperatura, causando uma elevagao na solubilidade. Entretanto, esse aumento de

temperatura pode levar a reducdo da densidade do CO. supercritico, reduzindo seu
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poder solvente causando, um decréscimo da solubilidade do soluto (Pourmortazavi et
al., 2007).

A pressdo pode ser usada na busca da seletividade de extracdo, sendo o
principal pardmetro que influencia na eficiéncia da extracdo. De modo geral, quanto
maior a pressao, maior o poder solvente (maior a densidade), menor a seletividade. O
comportamento do soluto no meio supercritico é ditado por quatro parametros: 1) a
miscibilidade ou limiar de pressdo, que corresponde a pressdao na qual o soluto
particiona para o fluido supercritico; 2) a pressao na qual o soluto atinge o maximo de
solubilidade; 3) a pressao de fracionamento, que € a faixa de pressao entre as pressoes
maximas de miscibilidade e solubilidade; 4) conhecimento das propriedades fisicas do
soluto. Altas pressées nem sempre sao recomendadas para matrizes complexas, pois a
alta solubilidade dos solutos pode gerar extratos complexos de dificil analise
(Pourmortazavi et al., 2007).

O fluxo do fluido é importante se o processo for controlado pela resisténcia a
transferéncia de massa externa (transferéncia do produto da superficie da matriz para o
fluido), sendo a quantidade de fluido que entra no sistema determinante da razao de
extracdo. Com baixa velocidade de fluxo, maior € a penetracdo na matriz. O tamanho
de particula €& importante quando o processo é controlado pela resisténcia a
transferéncia de massa interna, desde que pequenas particulas reduzem o caminho de
difusdo do solvente, além de aumentarem a superficie de contato. Contudo, particulas
muito pequenas podem provocar 0 surgimento de canais dentro do leito de extracao,
nos quais parte do fluido adentra e ndo faz contato com o material a ser extraido
ocasionando a perda de eficiéncia e diminuindo o rendimento do processo (Reverchon
e De Marco, 2006; Pourmortazavi et al., 2007).
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3.5. Dados farmacolégicos para o género Valeriana
3.5.1 Atividade sedativa e ansiolitica

Estudos realizados com valeranona, um dos componentes do 6leo volatil de V.
officinalis, exerceu um efeito hipotensor fraco em ratos na dose de 5 mg/kg. Com 100
mg/kg foi verificado um aumento do tempo de sono induzido por pentobarbital, quando
administrado pela via i.p (intraperitoneal) e via oral. Também foi observada uma
potenciacdo na queda da temperatura, prevencao a ulceras provocadas por estresse e
perda da coordenagdo motora (Houghton, 1988; Morazzoni e Bombardelli, 1995).
Outros componentes, como acido valerénico e valerenal, provocaram decréscimo da
atividade motora e ataxia, indicativos comuns para atividade sedativa. O &cido
valerénico, na dose de 50 mg/kg, reduziu a atividade locomotora e, nas doses acima de
400 mg/kg, causou hemorragia, convulsao e morte (Morazzoni e Bombardelli, 1995).

Capasso e colaboradores (1996) investigaram o perfil farmacolégico de um
extrato aquoso liofilizado das partes aéreas de V. adscendens. O extrato reduziu a
atividade locomotora e a coordenagcdo motora, 0 comportamento estereotipado e
prolongou o sono induzido por pentobarbital, nos camundongos tratados com 25, 50,
100 mg/kg, de modo dose dependente. Esses efeitos sugeriram propriedades

sedativas.

Um extrato etandlico de raizes de V. officinalis, nas doses de 4,5 e 6 mg/kg,
apresentou atividade anticonvulsivante contra picrotoxina e aumento do tempo de sono
barbiturico em camundongos (Hiller e Zetler, 1996).

Um estudo in vitro da interacdo de extratos, em diferentes sitios do complexo
receptor GABA-benzodiazepinico, revelou que os extratos totais (aquosos e
hidroalcodlicos), bem como a fragcdo aquosa, apresentaram afinidade ao receptor
GABAa. A fragao lipofilica (contendo &cidos valerénico), o acido hidroxivalerénico e
diidrovaltrato, ndao mostraram afinidade pelo sitio benzodiazepinico, contudo
apresentaram afinidade pelo sitio barbiturico e pelos sitios alostéricos que controlam o
influxo de ions cloreto (Mennini et al., 1993).
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Extratos de V. officinalis e acido valerénico demonstraram atividade agonista
parcial em receptores 5-HTs,. O extrato de éter de petrbéleo, na concentragcdo de 50
pug/mL, inibiu em 86 % a ligacdo do &cido lisérgico dietilamida aos receptores 5-HTsg,
enquanto o extrato metandlico com igual concentragédo inibiu em 51 % (Dietz et al.,
2005).

O flavonoide 6-metilapigenina, isolado de extratos de raizes e rizomas de V.
wallichii ligou aos receptores benzodiazepinicos com Ki de 495 nM (Wasowski et al.,
2002). A mesma substancia promoveu um aumento do percentual de entradas e do
tempo gasto nos bragos abertos, no teste do labirinto em cruz elevada, indicando um
efeito do tipo ansiolitico causado pela dose de 1 mg/kg, via i.p. (Marder et al., 2003).

Marder e colaboradores (2003) testaram a atividade do flavondide hesperidina,
isolado de extratos de raizes e rizomas de V. wallichii. Na dose de 4 mg/kg, via i.p,
apresentou uma acgao depressora dose-dependente, indicada pelo decréscimo da
atividade locomotora, redugédo da exploragdo e do numero de levantamentos (rearings)
no holeboard e aumento do tempo de sono induzido por tiopental. Contudo, nao
produziu atividade ansiolitica no labirinto em cruz elevado e nao apresentou afinidade
por receptores benzodiazepinicos. Através de uma analise isobolar foi determinada
uma interagao sinérgica entre diazepam e hesperidina nos testes de tempo de sono
induzido por tiopental e hole board. Em vista disso, os autores sugeriram que
benzodiazepinicos e hesperidina possam ser utilizados concomitantemente e, desse
modo, viabilizar a reducado das doses dos medicamentos benzodiazepinicos utilizados
na terapéutica (Fernandez et al., 2005).

O flavonoide linarina, isolado de V. officinalis, também apresentou acao sedativa
dose-dependente, em camundongos, no modelo de sono induzido por tiopental, em
doses variando de 4 - 14 mg/kg (i.p). Porém, apesar do marcado efeito sedativo, o
flavonoide linarina ndo apresentou atividade ansiolitica, nem afinidade pelo sitio
benzodiazepinico (Fernandez et al., 2004).

Schumacher e colaboradores (2002) isolaram e identificaram oito lignanas a
partir de um extrato metandlico de raizes de V. officinalis. Essas foram submetidas a
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ensaios de ligacdo a diversos receptores como adenosina (A; e Agp), serotonina
(5HT4a), sitio benzodiazepinico e GABAa. Nenhum dos produtos isolados inibiu
significativamente a ligagdo dos radioligantes aos receptores 5HT1a, benzodiazepinico
ou GABA; excecao feita a 4’-O-B-D-glicosil-9-O-(6"-desoxisacarosil) olivila, que exibiu
atividade agonista parcial em receptores de adenosina Ay, sendo essa a primeira
substancia do tipo ndo nucleosideo e que ndo possui estrutura quimica relacionada ao
agonista fisiolégico adenosina.

Um ensaio de interagdo com receptores de adenosina A e Aza foi conduzido com
extratos secos padronizados de valeriana - VE-1 (V. officinalis), humulus - HE (Humulus
lupulus) e com uma associagdo de valeriana € humulus denominado Ze 91019. O
extrato de valeriana continha 0,388 % de acidos valerénicos, livre de valepotriatos,
enquanto que o extrato de humulus continha 0,479 % de flavondides. O extrato fixo
consistiu da associacdo de 250 e 60 mg do extrato seco padronizado de valeriana e
humulus, por comprimido, respectivamente. O extrato Ze 91019 e o extrato de valeriana
exibiram afinidade seletiva aos receptores A; em uma propor¢do quinze vezes maior
que a afinidade por receptores Aza. Através de experimentos de ligacdo de [*°S]GTPYS,
foi possivel determinar que estes extratos possuem acao agonista de receptores de
adenosina subtipo A¢ (Muller et al., 2002).

Abourashed e colaboradores (2004) testaram os mesmos extratos acima citados
em 14 subtipos de cinco classes de receptores centrais (dopamina, serotonina,
melatonina e neuropeptideo-Y). Os extratos apresentaram afinidade pelos receptores
de melatonina (ML; e ML,) e serotonina (5-HT4, 5-HTs e 5-HT;). O extrato HE
apresentou um ICso de 21 pg/mL para o receptor 5-HTg, enquanto Ze91019, foi de 180
ug/mL. No receptor MLy, o ICs foi de 450, 71 e 97 ug/mL para VE, HE e Ze91019,
respectivamente. Como o extrato de humulus é o componente minoritario da
associagao, os autores sugerem uma interagao sinérgica entre HE (H. lupulus) e VE (V.
officinalis) no receptor ML;.

Ha na literatura varios relatos de ensaios clinicos realizados com preparag¢des de

Valeriana, entre os quais, sdo observados resultados controversos. Stevinson e Ernst
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(2000) elaboraram uma revisdo sistematica de ensaios duplo-cegos e placebo-
controlados do uso de V. officinalis para tratamento da insénia. Foram avaliados
diversos parametros experimentais, como variagées no numero de pacientes alocados
por ensaio (8 a 128); tempo de duracao do tratamento (3 a 28 dias); tipo de formulagcéo
administrada (extrato aquoso, extrato etandlico); dose diaria (60 a 1215 mg), tipo de
tratamento (agudo ou crénico); tipo de paciente (sadios e insones); idade (jovens e
idosos) e orientacdo sob fatores que poderiam afetar o sono (consumo de alcool,
cafeina e realizagdo de exercicios fisicos antes de dormir). Ao final da analise,
concluiram que a massa de dados obtida ndo fundamentava a eficacia clinica de
valeriana em casos de disturbio do sono. Segundo os revisores, esta situacdo se deve
a variabilidade no niumero de pacientes, a qualidade metodolégica e ao delineamento
dos estudos. Conclusdées semelhantes foram descritas em ensaios clinicos mais
recentes, nos quais a efetividade clinica das preparagdes nao foi corroborada. Porém,
foi salientada a necessidade de utilizacdo de preparagbes padronizadas e a
adequabilidade de delineamento em ensaios clinicos futuros (Bent et al., 2006; Taibi et
al., 2007).

Um estudo duplo-cego, randomizado, avaliou a eficacia de um extrato etandlico
de valeriana em 121 pacientes com desordens do sono. Os pacientes receberam,
durante 28 dias, 600 mg do extrato ou placebo, diariamente. Foram utilizadas as
escalas de humor, questionario de sono Gortelmayer e uma escala de impressoes
clinicas globais para avaliar a qualidade do sono. Apés os 28 dias, foram observadas
mudancas em todas as escalas do grupo tratado com extrato de valeriana, em relacéao
ao placebo (Gyllenhaal et al., 2000).

Um grupo de pesquisadores utilizou dez voluntarios, que receberam cinco
capsulas idénticas contendo placebo (amido de milho), 10 mg de diazepam (controle
positivo) e 600, 1200 e 1800 mg de um extrato padronizado de valeriana, uma vez por
semana, durante cinco semanas. Os dados obtidos sugerem que a administracao
aguda do extrato padronizado de valeriana, pela manha, em voluntarios sadios, nao
altera o humor, nem prejudica a performance psicomotora / cognitiva (Gutierrez et al.,
2004).
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O efeito da valeriana na arquitetura do sono tem sido explorado. Alguns
pesquisadores mostraram que ocorreu um aumento no sono de ondas lentas (estagios

3 e 4), geralmente referido como sono profundo ou restaurador (Mcenany, 2000).

Um extrato hidroalcoodlico padronizado de V. edulis (0,54 % de valepotriatos) e
de V. officinalis (66 % de acido valerénico), na dose 450 mg, foi administrado em vinte
pacientes de ambos 0s sexos, com insbnia, por quatro noites consecutivas. Os
resultados mostraram que o extrato de V. edulis reduziu os episddios de despertar,
enquanto ambos os tratamentos aumentaram o tempo do sono MOR (movimentos
oculares rapidos). Efeitos benéficos na arquitetura do sono foram produzidos por ambos
0os extratos, pois diminuiram o tempo dos estagios 1 e 2 do sono ndo MOR e
aumentaram o sono delta. Também reduziram a sonoléncia matutina e ndo afetaram a

memoria anterégrada (Arellano et al., 2001).

Poyares e colaboradores (2002) investigaram a possibilidade de usar valeriana
como um tratamento alternativo em pacientes usuarios de longa data de
benzodizepinicos. Dezenove pacientes foram submetidos a retirada gradual de
benzodizepinicos e apds receberam placebo, ou um extrato seco padronizado de
valeriana (80 % diidrovaltrato, 15% valtrato e 5 % acevaltrato) por 15 dias. Os pacientes
que receberam o extrato seco relataram uma maior satisfagdo do seu sono em relagéao
aos pacientes do grupo placebo. Os autores sugeriram que esta percepcao da melhora
da qualidade de sono estava ligada a um moderado efeito ansiolitico. Também houve
um aumento na frequéncia de ondas delta associado ao aumento percentual dos
estagios 3 e 4 do sono de ondas lentas, que fez os autores acreditarem ser uma leve

recuperacao do processo do sono em usuarios crénicos de benzodiazepinicos.

Existe um Unico ensaio clinico a respeito da atividade ansiolitica de V. officinalis.
Os autores utilizaram uma formulagdo contendo uma mistura de valepotriatos, na dose
de 81,3 mg/dia, por 4 semanas. Os dados preliminares sugeriram que os valepotriatos
poderiam ter efeito ansiolitico potencial nos sintomas psiquicos da ansiedade
(Andreatini et al., 2002).
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3.5.2 Atividades farmacoldgicas distintas

A espécie V. officinalis é a que apresenta maior numero de relatos na literatura,
porém outras espécies sao usadas pela populacdo em diversas partes do mundo.
Preparacgbes provenientes das diferentes espécies sao utilizadas tradicionalmente para
o tratamento de hipertensdo, angina, palpitagdo, asma broénquica, coélica menstrual,
espasmo gastrintestinal, diurese, hepatoprotetora e antidiarreica, além dos usos para
tratamento de insénia, epilepsia, histeria e neurose (Duke, 1985; Houghton, 1988). A
seguir, estdo citados resultados encontrados por alguns pesquisadores que tem
desenvolvido estudos considerando as utilizagdes tradicionais e a escassez de dados

cientificos que as corroborem.

e Acao depressora cardiaca, em 6rgao isolado de coelho, de uma solucao
extrativa alcodlica de V. jatamansi (Sajid et al., 1996);

e Efeito vasodilatador do extrato de raizes de V. officinalis na rede vascular
pulmonar em felinos, sendo mediado por um mecanismo GABA nao seletivo
(Fields et al., 2003);

e Desenvolvimento de atividade imunomodulatéria de polissacarideos de V.
officinalis através de testes mitogénicos em timdcitos de ratos (Ebringerova et al.,
2003);

e Atividade neuroprotetora de solugdes extrativas alcodlicas de V. officinalis em
experimentos de toxicidade do peptideo beta amildide 25-35 Abeta, em cultura
de neur6nios hipocampais de rato (Malva et al., 2004); e efeito neuroprotetor
contra lipoperoxidacao, induzida por diferentes agentes pro-oxidantes (Sudati et
al., 2009);

e Determinacao de atividade antimicrobiana da fragéo 6leo volatil de V. officinalis
contra Aspergillus niger, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Saccharomyces cerevisiae (Letchamo et al., 2004) e da
solucdo extrativa etandlica de V. prionophylla contra Bacillus subtilis e
Mycobacterium smegmatis (ATCC 607) (Macu, 2007);
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e Atividade antiespasmodica e hipotensiva das fracdes cloroférmica e aquosa de
V. wallichii, em preparacdes de jejuno de coelho e em ratos normotensos,
mediadas através ativagcao canal Kate (Gilani et al., 2005);

e Acgdo antiinflamatéria do &cido valerénico e acido acetilvalerendlico de V.
officinalis, via inibicdo do NFxB em células HelLa (Jacobo-Herrera et al., 2006);

e Propriedades anticoronarispastica, antiipertensiva e antibroncospastica em
Cavea sp (cobaias) tratados com 50, 100 e 200 mg/kg, via oral, de uma solugao
extrativa etandlica (alto teor de valepotriatos) obtida de V. officinalis (Circosta et
al., 2007).

3.5.3 Estudos de toxicidade

Estudos de toxicidade demonstraram o efeito citotoxico e mutagénico de
valepotriatos. Bounthanh e colaboradores (1981) testaram valtrato, diidrovaltrato e
baldrinal, este um produto de degradacéo do valtrato, quanto a atividade citotdxica e
antitumoral, em células de hepatoma de ratos, in vitro, € em camundongos fémeas
sofrendo de tumor ascitico KREBS I, in vivo, respectivamente. As trés substancias
apresentaram citotoxicidade, porém valtrato foi o mais ativo levando a 100 % de
mortalidade celular, apés 24 horas de contato, na concentracdo de 33 pg/mL.
Diidrovaltrato apresentou atividade antitumoral, promovendo uma rapida regressao dos
ascites 24 horas apdés os camundongos terem sido tratados com 12,5 mg/mL

intraperitonealmente.

Os valepotriatos valtrato, diidrovaltrato e desoxido-diidrovaltrato (analogo
estrutural do diidrovaltrato, porém com uma ligacao dupla entre C7-C8 no lugar do
grupamento epodxido) sao potentes inibidores da sintese de DNA e proteinas, sendo
seus efeitos dependentes da dose e do tempo de exposicao as células (Bounthanh et
al., 1983).
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Alguns autores consideram que a citotoxicidade dos valepotriatos € devida,
principalmente, a ligagao dupla entre C5-C6 e que 0 grupo epoxido ndo € essencial.
Bounthanh e colaboradores (1983) mostraram que valtrato € mais toxico que
diidrovaltrato, que nao apresenta a ligacdo dupla entre C5-C6. Por outro lado,
diidrovaltrato possui uma toxicidade similar ao desoxido-diidrovaltrato que, por sua vez,
nao possui 0 grupo epodxido ligado ao C8, mas uma ligacao dupla entre C7-C8.
Contudo, outros pesquisadores demonstraram que o grupo epodxido, presente nos
valepotriatos, atua como um agente alquilante, induzindo, desse modo, citotoxicidade
(Hobbs, 1989).

A possibilidade de utilizagdo dos valepotriatos por mulheres gravidas, em
substituicdo aos benzodiazepinicos, levou Tufik e colaboradores (1994) a investigarem
os efeitos da administragdo prolongada destas substancias em ratas gravidas. A
administracdo de uma mistura de valepotriatos, contendo 80 % de diidrovaltrato, 15 %
de valtrato e 5 % acevaltrato, nas doses de 6, 12 e 24 mg/kg, via oral, por um periodo
de 30 dias, nao alterou o tempo do ciclo estral, nem o niumero de fases estrais durante
este periodo. Também nado houve alteracdo do indice de fertilidade, € nenhuma
mudanca foi detectada no desenvolvimento das ninhadas cujas maes foram tratadas
durante a gravidez. Na mesma linha de trabalho, Yao e colaboradores (2007)
demonstraram que ratas tratadas diariamente, entre 0 1°-8°, ou entre 8°-15° dias de
gestacdo, com solugdo extrativa etandlica (45 %, V. officinalis), ndo apresentaram
efeitos adversos na fertilidade ou no desenvolvimento fetal. Também ndo foram

evidentes sinais de toxicidade materna.

Hui-Lian e colaboradores (2003) realizaram um estudo de genotoxicidade, no
qual avaliaram a capacidade das vitaminas C e E de atenuar os danos causados no
DNA de células endoteliais humanas, linhagem ECV304, induzidos por um extrato
cloroféormico das raizes de uma espécie de valeriana (espécie ndo citada, obtida no
mercado chinés). As células endoteliais (3 a 5 x 10° células) foram tratadas com
diferentes concentragdes do extrato cloroférmico (5, 10, 20, 40 e 60 pg/mL). Nao foram
observados danos no DNA das células tratadas com 5, 10 e 20 ug/mL do extrato

cloroférmico, exceto nas células tratadas com 40 e 60 ug/mL. No extrato cloroférmico
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foram identificados baldrinal, homobaldrinal, valtroxal e diidrovaltrato, sendo que a

maioria configura produtos de degradacgao, exceto o diidrovaltrato.

Vo e colaboradores (2003) investigaram os efeitos provocados pela
administracdo oral do 6leo volatil de valeriana, no figado de ratos e em cultura de
células de hepatoma humana. Os animais foram tratados agudamente com 8 mlL/kg
(doses de 0,31, 3,1 e 18,6 g/kg) e cronicamente com a dose de 3,1 g/kg, por 28 dias.
Apoés tratamento agudo (24 horas), nao ocorreu redugao do fluxo de bile, modificacao
da atividade enzimatica (alanina aminotransferase, glutamil transpeptidase e fosfatase
alcalina) e dano histolégico. Houve um aumento de morte celular nas culturas de
células incubadas com 20 mg/mL de extrato de valeriana. Os autores concluiram que a
toxicidade demonstrada in vitro € de 2 — 3 ordens de magnitude de grandeza das doses

recomendadas para uso humano.

Estudos genotéxicos foram conduzidos em camundongos tratados com 500,
1000 e 2000 mg/kg/dia de uma suspensao aquosa (elaborada a partir de capsulas
contendo 800 mg de raiz de valeriana e 200 mg de um extrato seco padronizado em 0,8
% de acidos valerénicos), via gavage, durante 7 dias. Os resultados mostraram
aberracdes nos cromossomas testiculares e anormalidades nos espermatozéides (Al-
Majed et al., 2006).

Em um estudo produzido com a finalidade de determinar parédmetros de
seguranca de utilizacao de plantas comumente utilizadas como medicinais no México,
foi demonstrado que uma solugéo extrativa produzida a partir de V. procera, com uma
mistura metanol e diclorometano (1:1), induziu mutacdo na cepa (TA98) de Salmonella

typhimurium pelo teste de Ames (Déciga-Campos et al., 2007).

Derivados acilados de valepotriatos, conhecidos como jatamanvaltratos
identificados em V. wallichii, e valepotriatos foram submetidos a testes de citotoxicidade
para adrenocarcinoma de pulmao (A549), cancer de prostata metastatico (PC-3M),
cancer de célon (HCT-8) e linhagens celulares de hepatoma (Bel7402). Acetoxi
diidrovaltrato hidrina, IVHD-valtrato, 5-hidroxidiidrovaltrato, valtrato e acevaltrato foram
citotéxicos em todas as culturas celulares, sendo considerado acevaltrato o produto



34

mais ativo (ICso= 2,9, 1,4, 1,0 e 1,7 uM, respectivamente as culturas celulares citadas).
Os jamanvaltratos foram ativos somente contra a linhagem de céncer de prostata
metastico (ICso entre 1,4 e 6,3uM) (Lin et al., 2009).

3.6 Insonia, ansiedade e depressao

A insbnia € um transtorno primario dissonal e pode ser definida como a crenca
de que nao se estd dormindo adequadamente (Guimaraes, 1999; Sthal, 2000).
Enquanto altos niveis de ansiedade e depressdao sao evidentes em pacientes com
insbnia, ha também elevados percentuais de disturbios de sono em pacientes com
desordens de ansiedade e depressao. Evidéncias sugerem a existéncia de um forte
entrelacamento entre as mesmas, trazendo implicacbes para as intervengbes e
conceitualizagdes tedricas (Jasson-Fréjmark e Lindblom, 2008). Disturbios de sono,
geralmente, reduzem com o tratamento da depressdo; por outro lado, tem sido
demonstrado que a insénia aumenta o risco de recorréncia de episddios depressivos
(Jindal e Thase, 2004). Buckner e colaboradores (2008) mostraram que sintomas da
depressao foram mediadores de uma rela¢do entre ansiedade e desordens do sono.

Os neurotransmissores envolvidos na regulagdo da vigilia sdo: catecolaminas,
acetilcolina, histamina, glutamato, aspartato e os peptideos hipocretina e orexina; e os
envolvidos na regulagdo do sono: serotonina, GABA, adenosina, acetilcolina, e outros
fatores como citocinas, reguladores do horménio de crescimento e prolactina
(Rosenthal, 1998; Ursin, 2002; Stenberg, 2007).

Em um estudo preliminar em humanos, foi constatada uma redug&o dos niveis
de GABA em individuos com ins6nia primaria em relacdo aos individuos normais
(Winkelman et al., 2008). Outras investigacées tém demonstrado que agonistas néo
especificos para os receptores 5-HT2a,2c aumentam a vigilia e inibem o sono de ondas
lentas, enquanto antagonistas, como ritanserina, seganserina e eplivanserina
aumentam a duracao do sono nao MOR (Landolt e Wehrle, 2009).

A maioria dos medicamentos hipnéticos-sedativos utilizados no tratamento da

insénia liga-se ao receptor GABA. Benzodiazepinicos agem em subtipos de receptores
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GABAA contendo as subunidades o, o2, 03 ¢ 05 € a subunidade y.. Estudos usando
camundongos knock-in mostraram que a subunidade o4 media as acdes sedativa e
amnésica e a subunidade o, media a acdo relaxante muscular (Winsky-Sommerer,
2009). Além dos benzodiazepinicos, outros farmacos séo utilizados no tratamento da
insbnia, incluindo farmacos nao benzodiazepinicos como: zolpidem (liga-se
seletivamente na subunidade o4 do receptor GABA,); zaleplon (age no sitio tipo 1
benzodiazepinico do complexo GABA,); eszopiclona (liga ao receptor GABA,); e
ramelteon (age como agonista receptor de melatonina (MT1 e MT2); e farmacos
antidepressivos, que apresentam efeitos menos pronunciados na inducao do sono. Os
mecanismos que explicam o efeito sedativo dos antidepressivos incluem o agonismo
em receptor histaminérgico (Hi), antagonismo em receptor serotonérgico 5HT, e
antagonismo em receptor o4 adrenérgico. Na pratica clinica, baixas doses de
antidepressivos sedativos sao utilizadas para tratamento da insénia em individuos nao
deprimidos (Curry et al., 2006; Tariq et al., 2008).

A ansiedade é determinada por um grupo caracteristico de respostas
comportamentais e fisioldgicas, incluindo esquiva, vigilancia e atencdo, que sao
evocadas para proteger o individuo de algum perigo eminente (Gross e Hen, 2004). A
suscetibilidade de um individuo a ansiedade ao longo da vida esta relacionada ao
estagio inicial de desenvolvimento, podendo ser determinada pela interagdo da
influéncia genética e fatores ambientais. De acordo com DSM-1V, a desordem de
ansiedade generalizada € caracterizada por uma ansiedade patolégica longa (> 6
meses), enfatizada por uma preocupacao incontrolavel. Pelo menos a associagdo de
trés sintomas somaticos ou psiquicos sado requeridas para o diagnéstico, incluindo
agitagao, fatiga, tensdao muscular, irritabilidade, dificuldade de concentragao e disturbios
do sono (Gorman et al., 2002).

Diferentes aspectos da resposta ansiolitica sado mediados por varios
neurotransmissores em areas cerebrais anatomicamente distintas. Deste modo, o foco
da pesquisa tem sido primariamente o complexo GABA-benzodiazepinico, o sistema
noradrenérgico e o serotonérgico (Gorman et al., 2002).
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O GABA (4cido gama-aminobutirico) € o neurotransmissor inibitério majoritario
do SNC de mamiferos e pode se ligar a trés diferentes subtipos de receptores: GABAx e
GABAc, que s&o canais transmembrana carreadores de cloreto; e GABAg, um receptor
tipo metabotropico acoplado a proteinas G (Bormann, 2000; Chebib e Johnston, 2000;
Bettler e Tiao, 2006). Todos esses receptores sdo formados por subunidades protéicas
sendo que ja foram identificados 19 diferentes tipos de subunidades, a saber: o6, B1-4,
Y1-3, O, € T, p1-3 (Mdhler, 2006; Winsky-Sommerer, 2009). As diferentes combinacdes
possiveis entre as subunidades levam a expressao dos sitios de ligagao presentes no
complexo (Méhler et al, 1995; Nutt e Malizia, 2001). Benzodiazepinicos sao
moduladores alostéricos da neurotransmissao gabaérgica potencializando a abilidade
do GABA em aumentar a condutancia dos ions cloreto através do canal (Stahl, 2000). A
ativacdo de receptores benzodiazepinicos por agonistas inversos pode induzir a
sintomas comportamentais, neuroquimicos e autonémicos associados a ansiedade
(Gorman et al., 2002).

A serotonina produz seus efeitos através de uma variedade de receptores
acoplados a membrana, que estdo localizados pré e pds sinapticamente nos nervos
terminais e nos corpos celulares serotonérgicos através do sistema nervoso central,
(Barnes e Sharp, 1999; Hoyer et al,, 2002; Gorman et al., 2002). Com exceg¢ao do
receptor 5HT3, que € um canal i6Gnico, os receptores serotonérgicos sao receptores
acoplados a proteina G, representados por sete familias: 5HT;, (subtipos 5-HT1A, 5-
HT1B, 5-HT1D, 5-ht1E e 5-ht1F); 5HT, (subtipos 5-HT2a, 5-HT2s € 5-HTyc); Shts (5hts, €
5htsp); 5HT4; Shts; e SHT; (Barnes e Sharp, 1999; Hoyer et al., 2002).

De modo geral, os receptores 5HT; e 5HT, sdo os mais proeminentes na
modulacdo de respostas ansioliticas. A ativacdo dos receptores 5HTip causa
hiperpolarizagdo neuronal, um efeito mediado através dos canais de K* acoplados a
proteina G (Hoyer et al., 2002). De acordo com dados de eletrofisiologia e estudos de
microdialise, agonistas do receptor 5HT;s induzem uma queda na liberagdo de
serotonina, um efeito que envolve os autoreceptores presentes nucleo da raphe
(Barnes e Sharp, 1999). Em experimentos com camundongos knockout para receptor

5HTs, foi demonstrado um aumento da ansiedade dos animais em diferentes



37

paradigmas experimentais, com diminuicdo do tempo gasto nos bracos abertos do
labirinto em cruz elevado, no centro do campo aberto e perfil exploratério de novos
objetos (Hoyer et al., 2002).

Os sistemas serotonérgico e noradrenérgico nao funcionam independentemente
um do outro e ha dados que sugerem que as desordens de ansiedade podem provir de
uma desregulagdo entre estes sistemas, sendo que evidéncias apontam para uma
hiperatividade do sistema noradrenérgico e diminuicdo da funcdo do sistema
serotonérgico (Gorman et al., 2002).

O tratamento da desordem de ansiedade generalizada inclui medidas nao
farmacologicas, como psicoterapia, € 0 uso de ansioliticos e antidepressivos, como
benzodiazepinicos, azapironas (buspirona), antidepressivos ftriciclicos, inibidores
seletivos da recaptacao de serotonina e inibidores da recaptacdo de serotonina e
norepinefrina (Cheetham e Heal, 2000; Gorman et al., 2002).

A depressdao € uma condigdo médica comum, crénica e recorrente. Esta
frequentemente associada a incapacitacdo funcional e comprometimento da saude
fisica. Os episddios depressivos podem ser classificados em episédios leve, moderado
e grave, que sao caracterizados pelos sintomas fundamentais (humor deprimido, perda
de interesse e fatigabilidade) e acessoérios (concentracdo e atencao reduzidas, auto-
estima e autoconfianga reduzidas, idéias de culpa e inutilidade, visbes desoladas e
pessimistas do futuro, idéias ou atos autolesivos ou suicidio, sono perturbado e apetite
diminuido) (Flecka et al., 2003).

As intervengdes mais utilizadas no tratamento da depresséo sao psicoterapia,
farmacoterapia e terapia eletroconvulsiva (Rakofsky et al., 2009). Os medicamentos
utilizados sédo os inibidores seletivos da recaptacédo de serotonina (ISRS), os inibidores
da recaptacdo de serotonina e norepinefrina (IRSN), os antidepressivos triciclico e
tetraciclicos (AT), os inibidores da monoamino oxidase (IMAO) e os antidepressivos
atipicos (mirtazapina, trazodona, nefazodona e bupropiona). Os mecanismos de acao
dos AT, ISRS e IRSN envolvem a inibicdo de recaptacdo de norepinefrina e/ou

serotonina no terminal pré-sindptico. Os IMAO inibem a monoamino oxidase, enzima
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responsavel pela degradacdo de norepinefrina, serotonina e dopamina no terminal pré-
sinaptico. Os antidepressivos atipicos bloqueiam ou estimulam um ou mais receptores
monoaminérgicos pré-sinapticos e/ou pos-sinapticos (Rakofsky et al., 2009).

Os ISRS sao os farmacos antidepressivos mais frequentemente prescritos, por
serem bem tolerados e nao apresentarem efeitos adversos severos (Celada et al.,
2004). Contudo, devido a elevados indices de depressao persistente, associados a
aumento do risco de suicidio e doencas cardiovasculares, algumas alternativas estao
sendo investigadas, tais como: inibidores da recaptacao de serotonina, norepinefrina e
dopamina (inibidores da recaptacao tripla, por exemplo, tesofensina); os antipsicéticos
atipicos (risperidona clozapina, olanzapina, aripiprazol e ziprasidona) e agonistas dos
receptores dopaminérgicos D2/D3 (pramipexol e ropinirol) (Rakofsky et al., 2009);
antagonistas do receptor do fator de liberagéo da corticotropina (R121919, que mostrou
efeito antidepressivo em modelos animais de depressao); inibicdo da fungdo de
glicocorticéides (o composto mifepristona, antagonista do receptor glicocorticéide 2,
apresentou eficacia antidepressiva em pacientes com depressao crbnica); antagonistas
do receptor NK-1 (as substancias L-759274 e CP-122721 foram antidepressivas em
estudos pilotos clinicos e GR-205171 foi antidepressivo em modelos animais);
antagonistas do receptor de glutamato (a infusdo de cetamina, um antagonista de
receptor NMDA, produziu acdo antidepressiva em um paciente resistente aos
tratamentos correntes); e agonistas de receptores de melatonina M1 e M2 (aglometina
apresentou atividade antidepressiva em ensaios clinicos) (Rakofsky et al., 2009).

Embora haja diferencas na neurobiologia da ansiedade e depresséo, ha alguma
sobreposicdo entre estas duas desordens a respeito do envolvimento dos sistemas
serotonérgicos e noradrenérgicos e na relagdo entre eles na mediacdo dos sintomas.
Alguns sintomas de pacientes com desordem de ansiedade generalizada, como
deterioramento da funcao cognitiva e disturbios do sono, também sdo encontrados em
pacientes com depresséo (Gorman et al., 2002). Outras dreas em avango no estudo da
desordem depressiva envolvem estudos de rotas de sinalizacao intracelulares (Manji et
al., 2001) e neurotransmissao nao sinaptica (Kiss, 2008).

No Brasil, foram criadas as Diretrizes da Associagdo Médica Brasileira para o
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tratamento da depressdo, que tem por objetivo o fornecimento de subsidios para o
incremento da possibilidade de diagnéstico de novos casos de depressao; o
oferecimento de uma abordagem racional para o tratamento de depressado definindo
quais casos tratar, e como tratar; e a conscientizacdo dos profissionais da importancia
do seu papel na reducédo do impacto da morbi-mortalidade e na melhoria da qualidade
de vida dos pacientes com depresséao (Flecka et al., 2003).

3.7 Bomba adenosina trifosfatase sédio e potassio (Na*K*ATPase)

A enzima Na'K*ATPase, presente na membrana plasmatica de todas células
eucarioticas, usa a energia proveniente da hidrolise de uma molécula de ATP para
transportar dois ions potassio e trés ions sédio (potassio para dentro e sédio para fora
da célula) contra seu gradiente eletroquimico (Blanco e Mercer, 1998; Lichtsein e
Rosen, 2001). O gradiente eletroquimico gerado por esta enzima € critico para a
manutencdo do balangco osmético da célula, do potencial de membrana de muitos
tecidos e das propriedades excitaveis de células musculares e nervosas. Além disso, 0
gradiente de Na* fornece a energia para os transportadores acoplados a Na*, aqueles
responsaveis pela translocacéo de ions (H*, Ca®*, CI', PO4>, SO4%), substratos (glicose
e aminoacidos) e neurotransmissores através da membrana plasmatica (Blanco e
Mercer, 1998; Goldstein et al., 2006).

A Na*K*ATPase é um oligdbmero constituido por trés polipeptideos denominados
subunidades a, B e y ou FXYD. A subunidade o € responsavel pelas propriedades
cataliticas e transportadoras da enzima, e contém os sitios de ligagcao para cétions, ATP
e para o inibidor ouabaina. A subunidade € essencial para a atividade normal da
enzima e parece estar envolvida na oclusdo de K* e na modulagdo da afinidade da
enzima por Na* e K* (Blanco e Mercer, 1998). A subunidade y ou FXYD parece modular
a funcdo enzimatica, adaptando as propriedades cinéticas do transporte ativo de Na* e
K*, conforme as necessidades especificas das diferentes células (Nesher et al., 2007).
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Sao descritas na literatura quatro isoformas o estruturalmente distintas,
identificadas como a4, 0, 03 € o4, trés isoformas B, identificadas como B1, B2, e Bse 7
isoformas FXYD (Nesher et al., 2007). A isoforma a1 € a principal isoenzima dos rins;
a subunidade o, predomina nos adipécitos, musculos, coracao e cérebro; a subunidade
oz € abundante nos tecidos nervosos e a subunidade a4 € encontrada somente nos
testiculos. Os neurdnios sédo a fonte principal do polipeptideo o3 enquanto as células
gliais expressam preferencialmente a,. Todas as isoformas B sao distribuidas de modo
tecido dependente; a isoforma B, é encontrada no musculo esquelético, na glandula
pineal e no tecido nervoso, enquanto a isoforma 3 esta presente nos testiculos, retina,

figado e pulmdes (Blanco e Mercer, 1998).

As diferentes afinidades encontradas entre os esterdides cardiotbnicos e a
enzima Na'K*ATPase sdo devidas a diversidade estrutural destas substancias, bem
como a heterogeneidade da bomba proveniente da associagao das isoformas o e B em
diferentes afy heterodimeros (Blanco e Mercer, 1998). Foi demonstrado que as
subunidades B e FXYD também afetam a ligacdo dos cardiotonicos, desse modo a
complexidade de isoformas (84 possibilidades) determina a natureza de interagdo entre
heterosideos cardioténicos e Na*K*ATPase (Nesher et al., 2007).

Acumulos de evidéncias sugerem que a atividade da Na‘'K*ATPase cerebral
pode estar envolvida na etiologia das desordens mentais (Nesher et al., 2007). Alguns
autores demonstraram que a inibicdo da bomba por ouabaina, ou por mudangas na
composic¢ao ibnica extracelular, estimulou a liberacdo de acetilcolina, noradrenalina e
GABA em fatias de hipocampo e outras regides cerebrais. Em contrapartida, a
estimulacao da atividade enzimatica inibiu a liberacdo de neurotransmissores (Lichstein
e Rose, 2001).

Goldestein e colaboradores (2006) levantaram a hipétese de participagao da
enzima Na'K*ATPase e compostos tipos digitalicos enddégenos na patogenia de
desordens de humor. Foi demonstrada uma reducédo da ligacdo de [°H] ouabaina na
subunidade o em fragcdes sinaptossomais de cérebro de individuos com transtorno

bipolar, quando comparada a individuos com depressdao e esquizofrenia.
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Concomitantemente, foi demonstrado que o nivel de substancias tipo digitalis
enddgenas foi mais elevado no cérebro de pacientes afetados com transtorno bipolar

quando comparados aos considerados normais ou afetados de outra doenga mental.

O efeito de um modelo de depresséo (estresse crénico moderado) na atividade
Na‘K*ATPase em membranas sinapticas de hipocampo de rato com e sem a
administracao crénica de fluoxetina foi estudado. A atividade enzimatica diminuiu cerca
de 20 % nos ratos submetidos ao modelo experimental de depressao. Além disso, a
administracao de fluoxetina por si sé aumentou a atividade da enzima em torno de 20 %
e reverteu o decréscimo causado pelo modelo empregado (Gamaro et al., 2003).
Seguindo a mesma linha de investigacdo, Vasconcelos e colaboradores (2005)
demonstraram que a administragéo de litio em ratos submetidos a modelo experimental
de depressdo foi capaz de prevenir os efeitos do estresse crbnico na atividade
Na*K*ATPase, bem como os animais estressados cronicamente e tratados com litio

mostraram o mesmo nivel de atividade enzimatica que os controles.

Além dos compostos digitdlicos, classicos inibidores da atividade da enzima
Na*K*ATPase, estdo sob investigacdo outras substancias. Dois diterpenos isolados de
uma espécie de alga brasileira (Dictyota cervicornis) inibiram a atividade Na*K*ATPase
em preparacdes de rim e cérebro de Cavea aperea (cobaia) (Garcia et al., 2009).
Solucbes extrativas hexanicas de duas plantas (Cyperus rotundus e Orthosiphon
aristatus), utilizadas tradicionalmente na Tailandia para tratamento de disuria
(dificuldade de urinar), mostraram efeito inibitério sobre a atividade da Na'K*ATPase

em preparados de cérebro de rato (Ngamrojanavanich et al., 2006).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Material vegetal
4.1.1 Identificacao botanica

Partes aéreas e subterraneas de Valeriana eichleriana, V. eupatoria, V.
glechomifolia, V. salicariifolia € V. scandens, nativas do Rio Grande do Sul, foram
coletadas na regido dos Aparados da Serra — municipio de Sao José dos Ausentes,
identificadas por Marcos Sobral (Departamento de Botanica — UFMG) e Sérgio
Bordignon (Departamento de Botanica - ULBRA); selecionadas, logo apds a coleta. As
exsicatas foram depositadas no herbario do Departamento de Botanica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS-ICN).

4.1.2 Tratamento do material vegetal

Imediatamente apdés a coleta, as plantas foram submetidas a secagem, a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz direta e umidade, exceto a espécie V.
glechomifolia que foi congelada e liofilizada. Ap6s secagem, os diferentes 6rgaos
(caules, folhas e inflorescéncias) foram separados, submetidos a cominuicdo em

moinhos de facas e armazenados em freezer.

4.2 Condicoes extrativas, analise cromatografica, isolamento
4.2.1 Valepotriatos

O material vegetal, seco e cominuido, foi submetido a maceragdo com
diclorometano (proporcéo droga vegetal:solvente 1:5), em banho de ultrassom durante
trinta minutos, com dez repeticoes. Apds, a solugdo extrativa foi levada a secura, em

evaporador rotatorio, a temperaturas inferiores a 40 °C para evitar degradacao (figura
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4.1). Parte desse extrato foi armazenada em freezer para posterior uso em ensaios

farmacologicos, e o restante, particionado para obtencéo de valepotriatos.

[ material vegetal cominuido ]

maceragao ultrassom (CH.Cl,)
30 min/ 10 x

[ solucdo extrativa ]

secagem evaporador rotatério
temperatura (<40 °C)

[ solugdo extrativa seca ]

reconstituicio MeOH

[ CCD preparativa ]

[ valepotriatos isolados ]

Figura 4.1: esquema do procedimento de extracao e isolamento de valepotriatos.

A caracterizagdo quimica dos valepotriatos nas solugdes extrativas de
diclorometano obtidas de V. eichleriana, V. eupatoria, V. glechomifolia, V. salicariifolia e
V. scandens foi realizada por CCD analitica, juntamente com substancias padrées de
referéncia em cromatoplacas revestidas com gel de silica GF2s4, em cuba saturada. Os
sistemas eluentes foram diclorometano:metanol (100:1 v/v), tolueno:acetato de
etila:metiletilcetona (80:15:5, v/v) e tolueno:acetato de etila (75:25, v/v). Apds a
secagem em temperatura ambiente, as placas foram aspergidas com os agentes
cromogénicos solugao etandlica de vanilina sulfurica cloridrica a 1 % (m/v), 2,4-
dinitrofenil-hidrazina e acido cloridrico:acido acético (8:2, v/v), respectivamente, seguido

de aquecimento.

Para o isolamento dos valepotriatos a solugdo extrativa diclorometanica foi

reconstituida com metanol e submetida a cromatografia em camada delgada
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preparativa (CCD preparativa), em placas de vidro (20 x 20 cm), com adsorvente gel de
silica GFzs4, Na espessura de 0,50 mm, preparadas por meio de conjunto DESAGA®. O
sistema eluente foi diclorometano:metanol (100:1, v/v) e a deteccdo mediante
observacdao dos cromatogramas sob luz ultravioleta em comprimento de onda de 254
nm. As substancias foram retiradas da silica com diclorometano:metanol (95:5, v/v),
filtradas através de funil de vidro sinterizado e evaporadas até a secura em evaporador

rotatorio em temperatura inferior a 40 °C.

Os compostos foram caracterizados por comparagdo cromatografica com
valepotriatos previamente isolados de V. glechomifolia e com valores de Rf de

substancias de referéncia.

4.2.2 Flavonodides

Para avaliacao de flavonoides, a matéria-prima vegetal cominuida foi extraida
com metanol, por maceracdo em banho de ultrassom por trinta minutos, com dez
repeticoes (proporcdo droga vegetal:solvente 1:5), seguindo-se a secagem em
evaporador rotatério. A solugdo extrativa metandlica foi ressuspendida em agua, no
menor volume possivel, e filirada para eliminar eventuais particulas em suspensao. O
filtrado foi colocado em uma pera de separacdo, lavado com éter etilico (volume
correspondente a metade do volume de agua, cinco vezes), para remogao de clorofila,
e particionado com acetato de etila (volume correspondente a metade do volume de
agua, cinco vezes). As fases, etérea e acetato de etila, foram secas em evaporador
rotatério, enquanto a fase aquosa foi congelada e liofilizada (figura 4.2).
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[ material vegetal cominuido ]

maceragéo ultrassom MeOH
30 min/ 10 x

[ solugao extrativa metandlica ]

secagem evaporador rotatério
temperatura 50-60 °C

[ solugao extrativa seca }

ressuspensao agua
filtracao

[ filtrado aquoso }

lavagem éter etilico (5 x)
particéo acetato de etila (5 x)

fase aquosa fase acetato
liofilizada secagem

evaporador
rotatério

Figura 4.2: esquema de extragao dos flavondides.

A caracterizacao quimica dos flavondides nas diferentes amostras foi realizada
por CCD analitica, em cromatoplacas revestidas com gel de silica GF254, cOm sistema
eluente acetato de etila:zmetanol:agua (100:13,5:10, v/v). Apdés a secagem em
temperatura ambiente, as placas foram aspergidas com reagente natural e observadas

sob luz ultravioleta (365 nm).

Para o isolamento de flavondides, a fase acetato foi submetida a filtracao a
vacuo sobre silica gel 60 G e lavada com uma sequéncia dos solventes, diclorometano,
acetato de etila, acetato de etila e metanol (50:50, v/v) e metanol. Todas as fracoes
foram secas em evaporador rotatdério em temperaturas nao excedentes a 60 °C. Apos a

avaliacdo das fragdes por CCD, submeteu-se a fragdo com o maior conteudo de
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substancias (fracdo acetato de etila:metanol 50:50, v/v) a cromatografia em coluna
utilizando como sistema eluente acetato de etila: metanol em misturas de polaridade

crescentes e fase fixa silica gel 60 G (figura 4.3).

[ solucado extrativa metandlica ]

adigdo agua
lavagem éter etilico
particao acetato de etila

[ fase acetato ]

Filtrag&o a vacuo

1. diclorometano

2. acetato de etila

3. acetato etila:metanol (50:50)
4. metanol

fragao diclorometano ] [ fragao acetato etila fragao acetato: metanol fragdo metanol ]

Cromatografia em coluna
acetato etila:metanol

(misturas em polaridade crescente)

Figura 4.3: esquema do procedimento de isolamento de flavonédides.

Para os ensaios farmacoldgicos in vivo (modelos animais de ansiedade e
sedacao) foi obtida uma fragdo metandlica enriquecida em flavonéides. Para tanto, o
material vegetal, esgotado previamente com diclorometano, foi submetido a maceragéo
em ultrassom (por trinta minutos, com dez repeticdes, proporcdo droga vegetal:solvente
1:5). Os extratos foram reunidos e levados a secura em evaporador rotatorio.
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4.3 Obtencao de extratos de V. glechomifolia com fluido supercritico e
quantificacao por CLAE

4.3.1 Obtencao das fracoes com CO, supercritico

Um extrator por fluido supercritico consiste de um tanque de fase movel,
geralmente CO,, uma bomba pressurizadora de gas, um forno contendo o recipiente de
extracdo, um restritor para manter a pressao alta na linha de extragao, e um recipiente

captor (figura 4.4).

O material vegetal cominuido (cerca de 140 g) foi acondicionado no recipiente de
extracao, mantido a temperatura de 40 °C, e submetido a quatro extragdes sequenciais
com CO. supercritico nas pressdées de 90, 120, 150 e 200 bar, durante 40
minutos/pressao. A cada 10 minutos, o recipiente captor era removido do equipamento
e colocado em estufa de ar circulante (temperatura de 40 °C) para secagem da
amostra. Os compostos obtidos nos diferentes tratamentos foram analisados por CCD e
CLAE.

Cfr——  EXIT

RS
5

Figura 4.4: esquema do extrator: P1 - bomba de alta pressdo; W1 - aquecedor; B1 - vaso extrator; B2 -
vaso coletor; VC1 - valvula de controle de presséo; TC - controlador de temperatura; V1 - V6 - valvulas de
controle de saida do gas).
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4.3.2 Quantificacao de valepotriatos por CLAE

Nos extratos obtidos pelos diferentes tratamentos foi determinado o teor de
valepotriatos através de CLAE, de acordo com o método validado por Silva (2001). O
sistema eluente utilizado foi acetonitrila:agua (50:50, v/v), coluna de fase reversa Nova
Pack® (3,9 x 150 mm; particula de 4 um) e detector ultravioleta no comprimento de
onda de 254 nm. Para a quantificacao, foram realizados curvas padrao das substancias
de referéncia valtrato, acevaltrato e 1-B-acevaltrato, previamente isolados da solucao
extrativa diclorometanica de V. glechomifolia. As concentragdes das curvas de valtrato
e acevaltrato foram: 3,90; 7,81; 15,63; 31,25; 62,50; 125 e 250 ug/mL e de 1-B-
acevaltrato foi 15,63; 31,25; 62,50; 125; 250 e 500 pg/mL. As amostras foram
adequadamente pesadas, ressuspendidas em metanol (grau HPLC) e filiradas através

de membranas de 0,22 um. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.4 Ensaios Farmacolégicos
4.4.1 Material bioldgico

Para os experimentos comportamentais foram utilizados camundongos CF1,
machos, adultos (20-30 g), provenientes da col6nia da Fundacao Estadual de Produgao
e Pesquisa em Saude (FEPPS). Antes dos experimentos, os animais foram
ambientados por um periodo minimo de 72 horas no biotério de passagem da
Faculdade de Farmacia - UFRGS, sob ciclo claro/escuro de 12 horas, com temperatura
controlada (23 + 2 °C), sistema de exaustdao e umidade monitorada. Os animais foram
mantidos em caixas plasticas (17x28x13 cm) com no maximo oito animais em cada,
com livre acesso a agua e alimento (ragéo certificada NuvILAB®), exceto nas seis horas
precedentes a administracdo dos tratamentos. Os camundongos foram ambientados a
sala de experimentagcao por um periodo minimo de uma hora antes da realizagao dos
experimentos, exceto no teste do labirinto em cruz elevado, onde o periodo de
habituacdo foi de duas horas. Todos o0s experimentos comportamentais foram
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realizados no periodo compreendido entre as 10 e 16 horas, em sala climatizada, sob
luz difusa (penumbra). Para os ensaios bioquimicos foram utilizados ratos Wistar (Ratus

norvegicus albinos), machos, adultos, pesando entre 250 - 300 g.

4.4.2 Etica

A manipulacdo animal foi realizada seguindo os principios éticos para
experimentacdo animal relatados por Goldim (1995) e as normas do Conselho
Canadense de Cuidados com Animais (CCAC, 2003), do Centre National de la
Recherche Scientifique da Franca (CNRS, 2000) e da Resolugcdo numero 714, de 20 de
junho de 2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV). Imediatamente
apés a finalizacao do experimento, um experimentador capacitado efetuou o sacrificio
do animal por deslocamento cervical. A carcaga animal foi acondicionada em
embalagem plastica apropriada e conservada em freezer a —20 °C até ser recolhida
pelo Centro de Controle de Zoonoses da Prefeitura de Porto Alegre. Os protocolos
experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa desta Universidade
processo n® 2007818, na reunido n® 21, ata n® 101, de 28/02/2008 e de acordo com a
Comissao de Avaliagdo do Uso de Animais em Pesquisa (CAUAP-Universidade Federal

do Rio de Janeiro).

O descarte dos residuos quimicos seguiu o procedimento padrao usual da
Faculdade de Farmacia — UFRGS. Os residuos gerados foram devidamente rotulados e
entregues a Comissédo de Saude e Ambiente de Trabalho (COSAT) da Faculdade de
Farmécia que, por sua vez, encaminhou ao Instituto de Quimica da UFRGS para os
devidos procedimentos de reciclagem e/ou descarte de material quimico.

4.4.3 Tratamentos

O tamanho da amostra foi definido utilizando-se o célculo amostral do Programa

Sigma Stat 2.0 (Jandel Scientific Corporation®), considerando-se a utilizagio de Andlise
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de Variancia (ANOVA, uma via) para verificagdo de diferencas, uma diferenga minima
esperada de 30% de desvio padrdao de 10 (Marder et al., 2003), o 0,001 e poder do
teste de 0,9. Como controles, foram empregadas solu¢ao salina misturada a TWEEN 80
1 %, suspensdo de diazepam 2 mg/kg e solugdo de imipramina 20 mg/kg (teste da

natacao forcada).

As solugdes extrativas de valepotriatos e de flavondides, bem como os farmacos
foram dissolvidos em solucdo salina (0,9 g%) com auxilio de polissorbato 80 1 %
(Tween 80%) e aparelho de ultrassom. O volume de administracdo foi de no maximo
1mL/100g.

4.4.4 Ensaios bioquimicos

Foram realizados ensaios de radioligagdo aos receptores benzodiazepinico e
serotonérgico (5HT1a), em membranas sinaptossomais de cértex cerebral de ratos, e
ensaios de avaliagdo da atividade enzimatica Na*K* ATPase in vitro. Essa etapa do
trabalho foi realizada no laboratério de Farmacologia Bioquimica e Molecular da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, sob a supervisdo dos professores Drs.

Francois Noel e Luis Quintas.

4.4.4.1. Preparacao das membranas sinaptossomais (receptor benzodiazepinico)

Cérebros foram obtidos de ratos machos adultos sacrificados por decaptagao.
Foram utilizados 4,2116 g de 6rgdao. Em seguida a dissecacdo, o tecido foi
homogeneizado em aparelho motorizado (FISATON®), com pistdo de teflon em Potter
com 15 volumes (mililitros de solugdo por grama de tecido) de solucdo de sacarose
0,32M. Apé6s varias passagens do pistdo em velocidade de grau 3, durante 30
segundos, o Potter foi colocado no gelo por 1 minuto. Essa operacao foi repetida trés
vezes. O homogeneizado obtido foi centrifugado a 1000 gmax, por 10 minutos a 4 °C, do
qual se obteve o sobrenadante, que foi reservado a 4 °C. O pellet foi ressuspendido em
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20 volumes de solugdo de Krebs e sofreu nova centrifugacdo a 1000 Qmax, por 10
minutos, a 4 °C. O novo sobrenadante foi misturado ao da primeira centrifugacao para
serem submetidos a uma terceira centrifugacado a 48000 ga.y, durante 20 minutos, a 4
°C, para a obtencao do preparado de sinaptossomas, que foi ressuspendido em solucao
de Krebs (1,4 mL/g tecido), aliquotado para tubos tipo ependorf e esses estocados em

tanque de nitrogénio liquido até o uso (figura 4.5).

cérebro

Homogeneizagéo em 15 v sacarose 0,32 M
Tubo Potter de teflon 3 x 30 s/velocidade 3
Centrifugagéo a 10000 ga,,/10min (4 °C)

sobrenadante

Suspenséo 10 mL solugéo
KREBS TRIS HCI

Centrifugagéo a 10000 g.,/10min (4 °C) reunido

sobrenadante

pellet sobrenadante

Ressuspengéo em solugdo KREBS TRIS HCI pH 7,4 (1,4 mL/g tecido)
armazenagem em tanque de nitrogénio liquido

Figura 4.5: esquema da preparacdo de membranas sinaptossomais de cértex de rato (receptor
benzodiazepinico).

4.4.4.2 Doseamento de proteina

O doseamento de proteina foi realizado conforme o Método de Lowry (Lowry et
al., 1951). Inicialmente, a proteina foi diluida em 75, 100 e 200 vezes. Um volume de
100 pL de cada diluicao foi pipetado para tubos contendo 400 uL de agua. A seguir 2
mL da solugédo B e, 10 minutos apés, 100 pL do reativo de Folin-Ciocalteu. Decorridos

45 minutos de incubacao, a temperatura ambiente, as amostras foram lidas em
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espectrofotdmetro no comprimento de onda de 750 nm. Uma curva padrdo de
albumina, nas concentragdes de 50, 100, 200, 250 e 300 ug/mL, foi realizada da
mesma forma que as amostras, utilizando dgua como branco, sendo o valor de
absorvancia obtido descontado das amostras e curva padréao. Todo experimento foi
realizado em triplicata.

4.4.4.3 Ensaio de ligacao ao receptor benzodiazepinico

Os ensaios de ligagao foram realizados com os valepotriatos valtrato, diavaltrato,
acevaltrato e 1-B-acevaltrato e com o flavon6ide B6. Todos os experimentos foram
realizados em ftriplicata.

Tubos de ensaio contendo valepotriatos ou flavondides, em diferentes
concentragdes (1, 10, 50 e 100 uM em DMSO), 100 pL de proteina (1 ng/1 uL) e [°H]
FLU (0,2 nM) em 1 mL de solugdo de Krebs foram incubados a 4 °C, por 90 minutos.
ApGs a incubacao, as amostras foram diluidas em 3,0 mL de tampao Krebs gelado, a
pH 7,4, e filtradas a vacuo sobre filtros de fibra de vidro (GMF3, FILTRAK, Alemanha),
sendo lavadas mais duas vezes com a mesma solucdo. Apos a secagem, os filtros
foram colocados em frascos de vidro contendo 4 mL de liquido de cintilacdo, e a
contagem da radioatividade foi realizada em cintilador, por 10 minutos. A ligacdo nao
especifica foi determinada na presenca de excesso de flunitrazepam néo radioativo (50
uM). Subtraindo a ligagdo nao especifica da ligagcao total, foi obtida a ligagao especifica.
Os resultados foram expressos como percentagem da ligacao especifica em relagdo ao
total (Lopes et al., 2004).

4.4.4.4 Preparacao das membranas sinaptossomais (receptor serotonérgico)

Cérebros de ratos Wistar, machos, adultos, sacrificados por decapitagdo, foram
obtidos por dissecacdo. Em seguida, o tecido (1,2640 g de hipocampo) foi
homogeneizado em aparelho motorizado (FISATON®), com pistdo de teflon em Potter
com 20 volumes (mililitros de solugao por grama de tecido) de solugcédo de TRIS HCI 50
mM (pH 7,4 a 4 °C) (figura 4.6).
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Homogeneizagdo em 20 v TRIS HCI 50 mM (pH 7,4 a 4 °C)
Tubo Potter de teflon 3 x 30 s/velocidade 3
Centrifugacédo a 900 gmax/10min (4 °C)

pellet sobrenadante

Suspensdo 10 mL TRIS HCI 50 mM

Centrifugagao a 900 gmax/10min (4 °C) reunidao

sobrenadante

Centrifugagdo a 480000 gav/10min (4 °C)

pellet

sobrenadante

Suspenséo 20 v TRIS HCI 50 mM
Incubagéo a 37 °C /10 min
Centrifugagdo a 480000 gav/10min (4 °C)

Suspensédo 20 v TRIS HCI 50 mM
Centrifugacéo a 480000 ga,/10min (4 °C

Suspensao em solu¢do TRIS HCI 50 mM pH 7,4 a 4° C (1,5 mL/g tecido)
armazenagem em nitrogénio liquido

sobrenadante

)

sobrenadante

Figura 4.6: esquema da preparagao das membranas sinaptossomais de hipocampo de rato (receptor
5HT14).

Apoés vérias passagens do pistdo em velocidade de grau 3, durante 30 segundos,
o Potter era colocado no gelo por 1 minuto. Essa operacao foi repetida trés vezes. O

homogeneizado obtido foi centrifugado a 900 gmax, por 10 minutos, a 4 °C, do qual foi
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obtido o sobrenadante que foi reservado. O pellet foi ressuspendido em 10 mL de
solucao TRIS HCI 50 mM e sofreu nova centrifugacao a 900 gmax, por 10 minutos, a 4
°C. O novo sobrenadante foi misturado ao da primeira centrifugagdo para serem
submetidos a uma terceira centrifugacao a 48000 g,y, durante 10 minutos, a mesma
temperatura. O pellet obtido foi ressuspendido em 20 volumes de TRIS HCI 50 mM (pH
7,4 a 37 °C) e incubado a 37 °C, por 10 minutos. Ao término, foi centrifugado a 48000
Jav, durante 10 minutos, a 4 °C. O novo pellet obtido foi, novamente, ressuspendido em
20 volumes de TRIS HCI 50 mM (pH 7,4 a 4 °C) e centrifugado nas mesmas condicoes
descritas anteriormente, para a obtencdo do preparado de sinaptossomas que foi
ressuspendido em solucéo de TRIS HCI 50 mM (pH 7,4 a 4 °C), na concentragao de 1,5
mL/g tecido, aliquotados para tubo tipo ependorf e estocados em tanque de nitrogénio
liquido até o uso.

4.4.4.5 Doseamento de proteina

O doseamento da proteina seguiu o método desenvolvido por Lowry e
colaboradores (1951). Inicialmente, a proteina foi diluida em 75, 100 e 150 vezes. Um
volume de 100 pL de cada diluigéo foi pipetado para tubos contendo 400 uL de 4gua. A
seguir 2 mL da solugdo B e, 10 minutos apds, 100 puL do reativo de Folin-Ciocalteu.
Decorridos 45 minutos de incubagéo, as amostras foram lidas em espectrofotémetro no
comprimento de onda de 750 nm. Uma curva padrao de albumina, nas concentracoes
de 50, 100, 200, 250 e 300 ug/mL, foi realizada da mesma forma que as amostras,
usando agua como branco, sendo o valor de absorvancia obtido descontado das

amostras e curva padrao. Todo experimento foi realizado em triplicata.

4.4.4.6 Ensaio de ligacao ao receptor serotonérgico 5HTa

Os ensaios de ligacao foram realizados com os valepotriatos valtrato, diavaltrato,
acevaltrato e 1-B-acevaltrato e com o flavonoide B6. Todos os experimentos foram

realizados em triplicata.
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Tubos de ensaio contendo valepotriatos ou flavondides, em diferentes
concentragdes (1, 10, 50 e 100 uM em DMSO), 50 uL de proteina (1 ug/1 uL) e [*H]-8-
OH-DPAT (1,0 nM) em 400 pL de solugao intermediaria (Sl); composta por TRIS HCI 50
mM (pH 7,4 a 37 °C), cloreto de calcio 1 mM, cloreto de manganés 1 mM e pargilina
10uM; foram incubados a 37 °C, por 15 minutos. Apos a incubacao, as amostras foram
diluidas em 4,0 mL de tampao TRIS HCI 5 mM (pH 7,4 a 4 °C), a pH 7,4 gelado, e
filtradas a vacuo sobre filtros de fibra de vidro (GMF3, FILTRAK), sendo lavados mais duas
vezes com a mesma solugcdo. Apos a secagem, os filtros foram colocados em frascos
de vidro contendo 4 mL de liquido de cintilacdo, e a contagem da radioatividade foi
realizada em cintilador, por 10 minutos. A ligacdo nao especifica foi determinada na
presenca de excesso de serotonina nao radioativo (10 uM). Subtraindo a ligacdo nao
especifica da ligacdo total, foi obtida a ligacdo especifica. Os resultados foram
expressos como percentagem da ligacdo especifica em relacdo ao total (Peroutka,
1986).

4.4.4.7 Avaliacao da atividade da enzima Na* K* ATPase in vitro

Todas as amostras foram permeabilizadas por tratamento com dodecil sulfato de
sédio (0,1 mg SDS / mg proteina, por 2 minutos a temperatura ambiente). Para cada
doseamento, a quantidade de proteina foi ajustada para hidrolisar ndo mais que 10 — 15
% do substrato durante o tempo de incubacdo. As amostras foram incubadas (1 hora a
37 °C) em solucao de 20 mM de tampao TRIS-maleato (pH 7,4) contendo 94 mM de
cloreto de sédio, 3 mM de cloreto de magnésio, 1,2 mM ATPNa, 10 mM de azida, 1
mM EGTA na presenca de 3 mM cloreto de potassio (atividade total) ou 1 mM de
ouabaina (inibicao total). A atividade enzimética foi avaliada perante a liberacdo de
fosfato inorganico a partir de ATP, de acordo com o método de Fiske e Subarow (1925).
A atividade da enzima foi considerada como sendo a diferenca entre a atividade total e
a atividade resistente a 1 mM de ouabaina (Lopez et al., 2002). Para realizacao das
curvas de concentracdo versus resposta, foram adicionadas as amostras

concentracoes crescentes de valepotriatos (1 nM — 1 mM).
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4.4.4.7.1 Preparo dos homogenatos

Ratos Wistar, adultos, foram sacrificados por decapitacdo e seus hemisférios
cerebrais e rins foram rapidamente retirados. A seguir, cada grupo de 6rgaos foi
triturado e homogeneizado em aparelho motorizado (FISATON®), com pistdo de teflon em
Potter, com 2-3 volumes (mililitros de solugdo por grama de tecido) de solu¢ao gelada
de sacarose tamponada 0,25 M (pH 7,4 a 4 °C), contendo 100 uM de fluoreto de
fenilmetilsulfonila por grama de 6rgéo. Apdés 1 hora de centrifugagdo a 100 0004, Os
pellets foram ressuspendidos, no mesmo tampao, e estocados em nitrogénio liquido até
a utilizacdo. O conteudo de proteina foi medido de acordo com o método de Lowry e
colaboradores (1951).

4.4.5 Ensaio de toxicidade aguda

Os animais foram tratados, pela via intraperitoneal e oral (gavage), com a
solugao extrativa diclorometénica obtida de V. glechomifolia, nas doses de 30, 40, 50 e
60 mg/kg (n = 10) e 5, 10, 20, 40 e 80 mg/kg (n = 5), respectivamente. Apos o
tratamento, os animais foram continuamente observados, na segunda, sesta e décima
segunda hora, e diariamente pela manha, até completar 14 dias de experimento.
Também foram avaliados os sinais de toxicidade, como piloerecédo, ptose palpebral,
contorcdo abdominal, hipotermia, tremor, paralisia do trem posterior, salivagdo e
convulsdo (Lapa et al., 2003). A DLs, foi calculada em 24 horas, através do método dos

probitos, para via intraperitoneal.

4.4.6 Experimentos comportamentais

As solucdes extrativas diclorometanica (enriquecida em valepotriatos) e
metandlica (enriquecida em flavondides), obtidas de V. glechomifolia, foram testadas
em camundongos através de modelos comportamentais para avaliacdo da atividade
ansiolitica, sedativa e antidepressiva.



57

4.4.6.1 Teste do labirinto em cruz elevado

O teste do labirinto em cruz elevado (LCE) baseia-se no fato de que roedores
tendem a evitar locais altos e abertos, mas quando tratados com ansioliticos os animais
permanecem mais tempo no braco aberto e exploram mais o labirinto (Pellow et al.,
1985). O labirinto empregado nesse estudo é construido de madeira e consiste de dois
bracos abertos de 30x10 cm, com borda de protecdo de 1 cm, e de dois bragos
fechados com 30x10x15 cm, dispostos perpendicularmente aos bragos abertos em
forma de cruz grega. A cruz é elevada a 50 cm do chéo.

Os animais foram tratados com doses de 10 mg/kg das solugbes extrativas
enriquecidas de valepotriatos e de flavondides, pela via oral (gavage) e, 60 minutos
apés a administracao, foram posicionados no centro do labirinto, voltados para o brago
aberto e observados durante 5 minutos, por dois observadores independentes (figura
4.7). Foram determinados o niumero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos
(abertos e fechados), e o numero de rearings. Para andlise dos resultados foram
considerados os valores absolutos (tempo de permanéncia € nimero de entradas nos
bragcos abertos e fechados), bem como o0s respectivos valores percentuais,
descontando-se o tempo gasto no centro do labirinto. O aparato foi limpo com etanol
70% ap06s a observacéo de cada animal. Todo procedimento foi realizado em ambiente

de penumbra.

t=0min t = 60 min t =65 min

Observacao

tempo BA e BF (s), entradas BA e BF (n)
rearings (n), avaliagdes de risco (n)

Tratamentos

Figura 4.7: Esquema empregado para avaliagdo do efeito ansiolitico no labirinto em cruz elevado em
camundongos.
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Para analise dos resultados, foram considerados os valores absolutos (tempo de
permanéncia e numero de entradas nos bracos abertos e fechados), bem como os

respectivos valores percentuais, segundo as formulas abaixo (Park et al., 2005):

% tempo no brago aberto = tempo no brago aberto x 100)/tempo total

% entradas no brago aberto =

(

% tempo no brago fechado = (tempo no brago fechado x 100)/ tempo total
(entradas no braco aberto x 100)/total de entradas
(

% entradas no braco aberto = entradas no brago aberto x 100)/ (total de

entradas)

4.4.6.2 Teste de potenciacao do sono barbiturico

Neste modelo, os animais foram tratados com doses de 10 mg/kg da solugcéao
extrativa enriquecida em valepotriatos e em flavondides, pela via oral (gavage), e
decorridos 60 minutos da administragdo, receberam uma solugdo de pentobarbital
sodico (Cristalia®), 40 mg/kg, i.p (figura 4.8). Foram, entdo, determinados o tempo de
indugao (laténcia) e a duragéo do sono barbiturico, em minutos, pela perda e retomada
do reflexo postural. Foram estabelecidos 240 minutos como valor maximo de duragao
do sono (Willianson et al., 1996).

) . Perda do Retomada do
t=0min t=60 min reflexo postural  reflexo postural

| . 1 | | Duragéao |
Tratamentos Pentobarbital sodico
40 mg/kg (i.p.) Laténcia

Figura 4.8: Esquema empregado para avaliagdo do efeito sobre o tempo de sono barbitirico
(pentobarbital sodico, 40 mg/kg, i.p.) em camundongos.
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4.4.6.3 Teste da natacao forcada

No teste da natacdo forgcada, o paradigma basico consiste em que ratos ou
camundongos forcados a nadar de forma inescapavel, em um espaco restrito, tornam-
se imoveis apos vigorosa atividade. Este comportamento de imobilidade é interpretado
como perda de motivacao ou “desespero comportamental” e é usualmente prevenido
pela administragdo de antidepressivos (Porsolt et al., 1978).

A determinagcdo da atividade do tipo antidepressiva, pelo teste da natacao
forcada, foi realizada com a solugdo extrativa enriquecida em valepotriatos obtida
através da extragéo por CO; supercritico. Os animais foram tratados, via gavage, com
10 mg/kg desta solugao e, apds 60 minutos da administracao, foram colocados a nadar
durante 6 minutos, nos quais foi registrado o tempo de imobilidade (figura 4.9). O
aparato consiste de cilindros de vidro com 10 cm de didmetro interno e 25 cm de altura,
preenchidos com agua a altura de 19 cm e temperatura entre 23 e 25 °C. A agua dos
cilindros foi trocada a cada dois animais.

t = 0 min t = 60 min t = 66 min

| |
| Natagao
tempo de imobilidade (s)

Figura 4.9: Esquema empregado para avaliagdo da atividade antidepressiva no teste da natagao focada
em camundongos.

4.4.6.4 Teste da atividade locomotora espontanea

Camundongos receberam a dose 10 mg/kg, via oral, da solugcao extrativa obtida
por fluido supercritico e, decorridos 60 minutos, foram colocados no centro do aparato,
que consiste de uma caixa de acrilico transparente, medindo 40x 30x30 cm, com o

fundo dividido em 24 quadrantes iguais. Os parametros registrados foram: numero de
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crossings (cruzamentos entre os quadrantes delimitados no fundo do aparato); niumero
de rearings (episddios em que o0s animais levantam o corpo apoiando-se apenas nas
patas traseiras); niumero de groomings (comportamentos de autolimpeza) e nimero de
bolos fecais (fezes expelidas pelo animal durante o periodo total de observagao);
durante trés periodos consecutivos de 5 minutos (perfazendo um total de 15 minutos de
observacao) (figura 4.10) (Cooper et al., 1996). O aparato foi limpo com etanol 96 °GL
entre um animal e outro. Todo procedimento foi realizado em ambiente de penumbra.

t=0min t=60min t=65min t=70min t=75min
| | | | |
| | ! | |
N\ /
~
Observacao

crossings, rearings, groomings e bolos fecais

Figura 4.10: esquema empregado para avaliagao da atividade locomotora espontanea em camundongos.

4.5 Analise estatistica

Para a analise estatistica foi utilizado o software Sigma Stat versao 2.0 (Jandel
Scientific Corporation®). Nivel de significancia foi de p<0,05. Foram empregados:
Analise de Variancia, de um fator ou teste de Kruskall-Wallis; Teste "t" ou Mann-
Whitney, dependendo do desenho experimental, distribuicdo dos dados e tipo de

variaveis analisadas.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, para a obtencdo da solugcdo extrativa diclorometéanica, foi
utilizada a espécie V. glechomifolia, que apresenta o maior teor de valepotriatos entre
as espécies nativas investigadas até o momento (Silva et al., 2001). Para tanto, o
material vegetal foi submetido a extracdo com diclorometano, por maceracdo em
ultrassom, produzindo solugdes extrativas enriquecidas em valepotriatos. Este tipo de
extracao foi adequado para obtencao dos compostos € mostrou ser um processo facil e
rapido. Diversos métodos de extragdo e isolamento de valepotriatos sdo descritos na
literatura. Esses produtos podem ser obtidos por refluxo em banho-maria com metanol
anidro (Bos et al., 2002), por adicao de éter de petréleo (Tang et al., 2002) e por
extracao sequencial com hexano, metil etil cetona e metanol a temperatura ambiente
(Xu et al., 2007).

Para a caracterizacdo quimica por CCD da solucao extrativa diclorometanica,
foram utilizados trés sistemas cromatograficos: (l) diclorometano:metanol (100:1, v/v) -
vanilina, (ll) tolueno:acetato de etila:metil etil cetona (85:15:5, v/v/v) — 2,4-dinitrofenil-
hidrazina e (lll) tolueno:acetato de etila (75:25, v/v) — HCI: acido acético (80:20, v/v).
Todos foram adequados para a separacao dos valepotriatos, porém o sistema ()

mostrou melhor resolugéo, sendo selecionado para as analises posteriores.

Os compostos foram caracterizados por comparagdo cromatografica com
valepotriatos, previamente isolados de V. glechomifolia, e com valores de razdo de
frente (Rf) de substancias de referéncia. Conforme literatura, as substancias vanilina e
anisaldeido podem ser utilizadas como substancias de referéncia para acevaltrato e
valtrato, respectivamente (Wagner et al., 1984). No desenvolvimento deste trabalho,
para as analises quantitativas e estudos bioquimicos, foram isolados valtrato,

acevaltrato, 1-B-acevaltrato e diavaltrato atraves CCD preparativa.
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Para a obtencgéo de flavondides, das espécies nativas investigadas no presente
trabalho, o material vegetal foi submetido a extracdo com metanol em ultrassom. A
solucdo metandlica obtida foi particionada, produzindo a fracdo acetato de etila que foi
filtrada a vacuo sob silica, produzindo uma fracao enriquecida em flavondides. Essa
fracao foi submetida a CC, possibilitando o isolamento de um produto.

A caracterizacao quimica por CCD das fragdes acetato de etila, obtidas de V.
eichleriana, V. eupatoria, V. glechomifolia, V. salicariifolia e V. scandens, foi realizada
utilizando-se o sistema cromatografico acetato de etila:metanol:agua (100:13,5:10, v/v),

reagente natural e luz UV como agentes cromogénicos.

Flavondides aparecem como manchas escuras, quando observados sob luz UV
(254 nm) em placas contendo indicador UV de fluorescéncia. Em 365 nm, dependendo
da estrutura quimica, se mostram com coloracdo amarelo escuro, verde ou azul
fluorescente em presenca de reagentes, sendo o reagente natural (natural products
reagent, solugdo a 1 % de éster do acido difenilborico-f-etilamino em metanol) um dos

mais utilizados (Brasseur e Angenot, 1986).

Nas espécies nativas de Valeriana, foram detectados varios flavondides de
diferentes classes, através da visualizagao de zonas de coloragdo amarela, azul, laranja
e verde ap0s aspersao do reagente natural. De modo geral, flavonas que possuem OH
na posigao 4’ mostram cor verde fluorescente, e flavon6is com OH em C-3, aparecem
na cor castanho-esverdeada. Tom amarelo e laranja, respectivamente, sugerem a
presenca de hidroxilas nas posi¢cdes 3 e 4 em flavonas e flavonodis (Brasseur e
Angenot, 1986). Substancias de coloracao azul fluorescente podem tratar-se de acidos

fendlicos (Simonovska et al., 2003).

Ha relatos na literatura da presenca de flavondis, flavonas e flavanonas em
diversas espécies de Valeriana (Fursa et al., 1987). Dados mais recentes descrevem a
presenca da flavona 6-metilapigenina, da flavanona glicosilada 2S (-) hesperidina e de
linarina glicosilada (flavona) em V. officinalis, V. wallichii e V. edulis, respectivamente
(Marder et al., 2003; Fernandez et al., 2004; Navarrete et al., 2006). Em relacdo aos
acidos fendlicos, ha poucos dados na literatura, contudo acido clorogénico foi detectado
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em V. officinalis, V. edulis (Navarrete et al., 2006) e V. prionophylla (Piccinelli et al.,
2004).

Na andlise por CCD, foi verificado que todas as espécies apresentaram
flavonéides e que um produto de Rf préximo a 0,5 e coloragdo verde fluorescente,
codificado como B6, estava presente nas fracdes acetato de etila de todas as espécies.
Também foi observado que V. salicariifolia e V. scandens possuem maior proporcao de

flavonéides de cor laranja, comum a classe dos flavonais.

A fracdo acetato de etila obtida de V. eupatoria, em funcdo da maior massa
disponivel, foi submetida a cromatografia em coluna, visando isolar a substancia B6. O
produto obtido foi analisado através de métodos espectroscopicos, verificando-se a
presenca de sinais caracteristicos de flavondides e a presenga de um sinal em 9§ 5,2
ppm, que pode tratar-se do hidrogénio anomérico de ramnose. Esses dados somados a
informacdo da CCD (coloracdo esverdeada com reagente natural) indicaram a
possibilidade de tratar-se de um derivado de flavona.

O processo de maceragao por ultrassom, realizado com diferentes solventes,
mostrou-se adequado para a obtencao de solugdes extrativas enriquecidas nos
produtos de interesse, sendo esses flavondides e valepotriatos. Contudo, os ultimos
também foram extraidos através do processo de extracdo por fluido supercritico
(SCCOy). A espécie V. glechomifolia foi sucessivamente extraida com diéxido de
carbono supercritico, sob as pressées de 90, 120, 150 e 200 bar. A temperatura
utilizada foi fixada em 40 °C, considerando a relativa instabilidade térmica dos

valepotriatos, e mantida durante todo o tempo de extracao.

O produto final da extracao a 90 bar foi um extrato de coloracdo amarela. Esse
foi seco em estufa de ar circulante (temperatura 40 °C) e a analise cromatografica
revelou a presenca de valepotriatos, que mostraram o mesmo perfil cromatografico
daqueles observados na solucdo extrativa obtida por maceracdo em ultrassom com
diclorometano. Nas demais pressdes (120, 150 e 200 bar), os extratos apresentaram
uma coloracdo alaranjada e, também, a presenca de substdncias de mesmo perfil

cromatografico (CCD e CLAE) aos obtidos na pressao de 90 bar.
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Os teores de valepotriatos, determinados através de CLAE, foram obtidos com
base nas curvas padrao de valtrato, acevaltrato e 1-- acevaltrato. Para a quantificagcao
de isovaltrato, foi utilizado a curva padrdo de seu isbmero valtrato. As curvas padrao
foram lineares nas faixas de concentracdo empregadas. As equagdes das retas
correspondentes podem ser visualizadas na figura 5.1.
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Figura 5.1: A:curva padréo de valtrato; B:curva padrao de acevaltrato; C:curva padrdo de 1-f-acevaltrato

Na tabela 5.1 estdo expressos (em g%) os teores de valepotriatos, presentes nas
diferentes fracdes obtidas. As extragdes foram efetuadas no tempo total de 40 minutos,
sendo que a cada 10 min os frascos coletores eram trocados.



65

Tabela 5.1: teores dos valepotriatos, em cada tempo de extragao, nas fragdes obtidas nas diferentes
pressoes de trabalho.

Tempo (min)

Pressao (bar)

90 120 150 200
Valtrato
10 35,04 £0,6336 g% 15,09 £1,0924 g% 26,23 £ 0,0608 g% 23,15+ 1,4186 g%
20 29,41 £3,7316 g% 10,58 +0,5336 g% 19,47 £0,9822 9% 17,78 +1,1660 g%
30 24,89 £ 0,4707 g% 11,65+0,8857 g% 23,87 +£1,8236 9% 14,89 + 2,8744 g%
40 23,04 £ 0,9135 g% - 18,85 +£0,518459% 12,15+ 0,4837 g%
Isovaltrato
10 3,82 £0,1292 g% 1,43 +0,1596 g% 3,11 £0,0127 g% 2,30 £0,1721 g%
20 3,29 £ 0,3534 g% 1,09 + 0,0445 g% 2,21 £0,1099 g% 1,91 +£0,1618 g%
30 2,78 £0,2385 g% 1,16 £ 0,0760 g% 2,70£0,2738 g% 1,34 g%
40 2,58 + 0,0509 g% - 2,04 £ 0,0959 g% 1,21 £0,0738 g%

Acevaltrato
10

23,16 £ 0,5790 g%

8,33 £0,5193 g%

19,06 + 0,0668 g%

15,97 + 1,3779 g%

20 20,05+ 1,6588 9%  546+0,4010 9% 13,85+ 0,6902 g% 12,26 + 1,1706 g%
30 19,29 +0,5164 g% 6,55+ 0,5853 g% 17,24 + 1,3087 g% 8,27 g%

40 17,71 £0,6201 g% - 13,63 £0,3634 g% 8,10 £0,0310 g%
1-B-

acevaltrato
10

11,99 £ 0,2238 g%

5,95+ 0,3723 g%

11,45 + 0,0244 g%

10,49 + 0,9874 g%

20 14,78 £ 0,3706 g% 3,68 £ 0,2573 g% 8,29 + 00,4234 g% 8,35 £ 0,7564 g%
30 14,20 £0,2051 g% 4,54 +£0,37599% 12,26 £0,9512 g% 5,68 g%
40 13,60 + 0,6041 g% - 9,76+ 0,2935 g% 5,49 £ 0,1003 g%

Resultados expressos em média + dp.

A extracdo na pressao de 90 bar mostrou um decréscimo no teor de valepotriatos
no tempo, exceto para o produto 1-B-acevaltrato, para o qual o teor no primeiro periodo
de extracao foi menor em relagdo ao segundo. Relacdo semelhante foi observada na
extracdo a 200 bar, porém para o produto 1-B-acevaltrato foi mantido o perfil de
extracdo. Sob pressdao de 150 bar foi observado igual comportamento para todos os
valepotriatos, com um decréscimo do teor no segundo periodo de extracao, seguido de
aumento e novamente diminuigcdo. A pressao de 120 bar foi a que produziu 0 menor
teor de valepotriatos e, aparentemente, seguiu o comportamento de extracéo
semelhante a pressao de 150 bar (figura 5.2). Na pressédo de 120 bar foram efetuados

somente trés periodos de extragao.
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Figura 5.2: perfil de extragédo dos valepotriatos no tempo de 40 minutos.

Na tabela 5.2 estdo expressos (em g%) os teores totais de valepotriatos,
presentes nas fragdes obtidas sob as diferentes pressdes utilizadas. Na fracdo obtida
sob pressao de 90 bar, foram encontrados os maiores teores de valepotriatos totais e,

de forma decrescente, nas fracées de 150, 200 e 120 bar.

Tabela 5.2: teores de valepotriatos encontrados nas fragdes obtidas por diferentes pressdes de extracao.

Valepotriatos Pressao 90 bar Pressao 120 bar Presséao 150 bar Pressao 200 bar
Valtrato 28,65+ 0,4292 9% 12,38 +0,0888 9% 22,55+ 0,46839% 15,05+ 1,3838 g%
Isovaltrato 3,17+ 0,0559 g% 1,21 £0,0318 g% 2,58 + 0,0909 g% 1,79 £0,4197 g%
Acevaltrato 20,75+ 0,31539% 6,76 +0,1186 9% 16,29+ 0,3597 g% 10,87 + 1,076 g%
1-B-acevaltrato 13,49 +0,06871g% 4,71 £0,0786 9% 10,48 +0,15039% 7,01 £1,0311 g%
Total 66,06 g% 25,06 g% 51,9 g% 34,72 g%

Em relacdo ao teor de cada valepotriato, foi verificado o mesmo perfil de
extracdo, sendo sempre valtrato o componente mais abundante, seguido de
acevaltrato, 1-B-acevaltrato e, sempre em menor concentragao, isovaltrato. Também foi

observado que sob a mesma pressao de extragdo ocorreu uma diferenca de teor entre
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0s quatro valepotriatos, exceto na pressao de 200 bar para os valepotriatos acevaltrato

e 1-B-acevaltrato (figura 5.3).
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Figura 5.3: teor de cada valepotriato nas quatro pressdes de extragdo. Resultado expresso como média £

dp. P90: pressdo 90 bar; P120: pressao 120 bar; P150: pressao 150 bar; P200: pressdo 200 bar; VAL:

valtrato; 1SO: isovaltrato; ACE: acevaltrato; BETA: 1-B-acevaltrato. Diferengas estatisticamente

significativas entre osﬂprodutos sob a mesma presséo, determinadas por ANOVA seguida Teste Tukey: #

p<0,001 * p<0,001 ** p<0,001 ** p<0,001; 'p<0,001 "p<0,001 "p<0,001 “p<0,001; p<0,001 ~ p<0,001
<0,001 " p<0,001; ¥p<0,001; *¥p<0,001.

A andlise individual de cada valepotriato, nas fracdes obtidas sob as diferentes
pressdes, mostrou um comportamento diferenciado para cada substancia extraida.
Para valtrato e acevaltrato foram observadas diferencas de teor nas fracdes obtidas sob
as quatro pressodes de trabalho, sendo que a pressdo de 90 bar foi a que propiciou
maior concentracdo dos produtos citados. Comportamento semelhante também foi
mostrado entre isovaltrato e 1-B-acevaltrato. Para ambos, ndo foram encontradas
diferencas de teor nos extratos obtidos nas pressées de 90 e 200 bar, bem como entre
as pressoes de 120 e 150 bar (figura 5.4).
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Figura 5.4: teor de cada valepotriato nas quatro pressdes de extragdo. Resultado expresso como média +
dp. P90: pressao 90 bar; P120: pressao 120 bar; P150: pressdo 150 bar; P200: pressao 200 bar; VAL:
valtrato; 1SO: isovaltrato; ACE: acevaltrato; BETA: 1-B-acevaltrato. Diferengas estatisticamente
significativas do mesmo produto nas diferentes pressées: p<0,001 "p<0,001 “p<0,001 "'p<0,001(ANOVA
seguida Teste Tukey); *p<0,05 *p<0,05 (Kruskal-Wallis, H=9,409); p<0,001 **p<0,001 ***p<0,001
""p<0,001(ANOVA seguida Teste Tukey); *p<0,05; **p<0,05 (Kruskal-Wallis, H=9,409).

No procedimento de extracdo com CO, supercritico € de conhecimento que, de
forma geral, 0 aumento da pressdo sob dada temperatura provoca um aumento da
densidade do fluido supercritico e, consequentemente, da solubilidade dos solutos
contidos em uma matriz (Diaz-Reinoso et al., 2006; Pourmortazavi et a.l; 2007).
Teoricamente, um aumento da pressdo corresponderia a um maior teor de produtos
extraidos. Contudo, os resultados obtidos neste trabalho ndo podem ser avaliados
desta forma, porque os dados da literatura se referem a extragdes realizadas a
diferentes pressées com nova amostra de planta. No presente experimento, foi utilizada
sempre a mesma amostra, na qual foram aplicados diferentes pressdes, com o objetivo
de esgotar o material vegetal e obter fracbes em baixas pressdes com elevado grau de
pureza.

Na pressdao de 90 bar, os valepotriatos apresentaram boa solubilidade e foi
obtido um étimo rendimento. O perfil de extracdo desenvolvido, representado pela
oscilacdo no teor de valepotriatos nas diferentes pressdes, como, por exemplo, no
aumento da concentragdo de valepotriatos no extrato a 150 bar, quando comparado a
pressao de 120 bar, pode estar relacionado com o aumento da densidade do SCCO:; e,
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consequente, maior solubilidade dos produtos; com aumento do rompimento de células
da matriz pelo aumento de pressao; ou pelas interagdes matriz-soluto, as quais séo de
dificil predigdo e que podem influenciar a difus&o do fluido supercritico dentro da matriz
(Pourmortazavi et al., 2007). As fracdes obtidas foram facilmente recuperadas, visto a
alta volatilidade do fluido supercritico. A operacdo a baixa temperatura, evitando a
degradacao térmica, e a auséncia de luz e oxigénio, prevenindo reacdes de oxidacao,
foram parametros satisfatérios para a extragdo destas substancias que sao bastante
instaveis.

A relacdo de quantidade de massa de extrato obtida por diferentes processos
extrativos, também foi analisada. Os resultados obtidos mostraram que o processo de
extracao por fluido supercritico foi 0 que gerou maior massa total de extrato (15,7 %),

seguido da extracdo por maceragao (13 %) e pela maceragéo em ultrassom (8,9 %).

Em relacdo a cada valepotriato individualmente, a extracdo por fluido
supercritico, na pressao de 90 bar, foi eficiente obtendo-se 286,5 mg/g extrato, 31,7
mg/g extrato, 207,5 mg/g extrato e 134,9 mg/g exirato de valtrato, isovaltrato,
acevaltrato e 1-B-acevaltrato, respectivamente. Esses valores sao superiores aqueles
obtidos por maceracao em ultrassom, que foram 182,9 mg/g extrato, 19,3 mg/g extrato,
123,6 mg/g extrato e 74,8 mg/g extrato dos mesmos produtos acima citados. O
processo por ultrassom, por sua vez, forneceu teores superiores aos teores obtidos por
maceracao (117,8 mg/g extrato, 4,5 mg/g extrato, 82,0 mg/g extrato e 51,0 mg/g
extrato) (figura 5.5).
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Figura 5.5: comparagao entre os rendimentos em valepotriatos extraidos pelos métodos de maceragao,
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De modo geral, pode-se verificar que valepotriatos foram extraidos do material
vegetal pelos trés métodos de extracdo empregados no corrente trabalho, contudo o
procedimento de extracdo por fluido supercritico foi o que demonstrou maior
seletividade para obtengdo desses produtos, devido aos maiores teores determinados

na quantificacdo, bem como pelo maior rendimento de extragéao.

As solucdes extrativas enriquecidas em valepotriatos e flavondides, bem como
os produtos isolados a partir das mesmas, foram submetidos a realizagdo de
experimentos comportamentais (modelos animais de ansiedade, sedacédo e depressao)
e ensaios bioquimicos (experimentos de radioligacdo e avaliacdo da atividade da
enzima Na*" K* ATPase), respectivamente.

Os ensaios de radioligacdo foram executados para o sitio benzodiazepinico do
complexo receptor GABAA € para o receptor setononérgico subtipo 5HTis, com os
valepotriatos isolados de V. glechomifolia e o flavondide B6, isolado de V.eupatoria.

Os valepotriatos e o flavonéide B6 nao apresentaram nenhum, ou baixo
percentual de ligagcdo aos receptores benzodiazepinico e serotonérgico, na faixa de
concentracao de 1 a 100 uM, ambos reconhecidamente implicados na neurobiologia da
ansiedade (tabela 5.3).
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Tabela 5.3: percentual de inibicdo de ligacao do flunitrazepam tritiado ao receptor benzodiazepinico e do
8-hidroxi-2-(di-n-propilamino) tetralina tritiado ao receptor serotonérgico 5HTis por valepotriatos e
flavondides isolados.

Substancia Concentracao % inibicdo ['HJFLU % inibicao [’H]-8-OH-
(BZD) DAPT (5HT;,)
valtrato 1 uM 15 15
10 uM 15 15
50 uM 10 10
100 pM 16 16
diavaltrato 1 uM 0 5
10 uM 0 0
50 uM 0 0
100 uM 0 0
acevaltrato 1 uM 0 0
10 uM 0 0
50 uM 0 0
100 pM 0 5
1-B-acevaltrato 1 uM 4 0
10 uM 0 0
50 uM 0 0
100 puM 0 0
flavondide B6 1uM 1 0
10 uM 0 0
50 uM 0 0
100 puM 13 0

Na literatura sdo encontrados relatos da afinidade de extratos de valeriana por
receptores dopaminérgico (D1) (Nencine et al., 2006), purinérgico (A1) (Scumacher et
al., 2002; Lacher et al., 2007), serotonérgico (5HT1A) (Menini et al.,, 1993) e GABAa
(Bernasconi e Morazzoni, 1993) e da ligacao do valepotriato diidrovaltrato ao sitio
barbiturico e ao canal de cloreto do complexo receptor GABAa, porém esse nao ligou ao
sitio benzodiazepinico (Bernasconi e Morazzoni, 1993).

Embora os dados publicados variem, nossos resultados estao de acordo com a
literatura, que aponta para a ligagcdo em outros sitios do complexo receptor GABAa, que
ndo o benzodiazepinico. Além disso, a maioria dos trabalhos avaliaram os perfis de
ligacdo de extratos brutos ou semipurificados obtidos de diversas espécies de
Valeriana, enquanto no presente trabalho foram utilizados produtos isolados. Sabe-se
que a concentracdo de metabdlitos secundarios varia entre as espécies, bem como o
perfil cromatografico de solucbes obtidas com diferentes solventes. Ortiz e
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colaboradores (1999) demonstraram que uma solucdo extrativa hidroalcodlica de V.
officinalis, nas concentragdes 107'° a 10® mg/mL, aumentou a ligacdo [*H]flunitrazepam
com ECs de 4,13 x 107" mg/ mL, porém em concentracdes mais elevadas (ECs = 4,82
x 107" mg/mL) este efeito foi revertido. Segundo os autores, esses resultados foram
consistentes com a presenca de dois diferentes produtos ativos, que modificaram
diferencialmente a ligagao do [*H]flunitrazepam.

Semelhante perfil farmacolégico foi demonstrado pelo flavondide B6, que
também ndo apresentou ligacdo ao receptor serotonérgico 5HTo e ao sitio

benzodiazepinico, nas concentracdes de 1, 10, 50 e 100 uM.

Ha poucos dados de literatura mostrando a ligagéo de flavondides ou solucoes
extrativas em receptores serotonérgicos. Nencine e colaboradores (2006) avaliaram
duas soluches extrativas (aquosa e metandlica), obtidas de V. adscendens, quanto a
ligacdo aos receptores 5-HT1a, 5-HT24 € 5-HT2c. A solucdo extrativa aquosa apresentou
fraca afinidade pelo receptor 5-HT1a (35 % inibigéo), na faixa de concentragéo de 7,8 a
125 ug/mL. Marder e colaboradores (2003) demonstraram que a fracdo éter etilico,
proveniente da solucdo extrativa hidroalcodlica (70 %) de V. wallichii, composta por
produtos de degradagéo de valepotriatos (baldrinais), acevaltrato, diidrovaltrato, valtrato
e acido valérico foi capaz de ligar-se aos receptores 5HT1a. Da mesma forma que para
os resultados discutidos para o complexo GABA-benzodiazepinico, a discrepancia com
os correntes resultados pode estar relacionada a diferente constituicdo das amostras
testadas. A realizacdo de ensaios de radioligacdo com uma solugdo composta por uma
mistura de produtos dificulta, ou pode até inviabilizar, a determinac¢do da substancia que

apresenta capacidade de ligagdo ao receptor em analise.

O mecanismo de acado mais frequentemente relatado na explicagdo do efeito
ansiolitico de diversos flavondides € a modulagdo alostérica positiva do receptor
GABAA\, via sitio benzodiazepinico (Medina, et al., 1998; Paladini et al., 1999; Griebel et
al., 1999; Marder e Paladini, 2002). Diversos flavondides como, por exemplo, flavona,
crisina, apigenina, baicaleina, isoquercitrina (Ki = 1; 3; 3; 4; 10 uM) possuem afinidade

por esses receptores, enquanto escrofuleina, naringenina, genisteina, floretina e



73

tectocrisina possuem afinidade intermediaria (Ki = 23; >25; >25; >25; 50 uM). Equol,
canferol, galangina, luteolina, fisetina, quercetina, rutina, miricetina, morina, crisiliol e
acacetina apresentam afinidade, com valores de Ki entre 80 e >100 uM (Paladini et al.,
1999).

Assim, o corpo de dados da literatura define a perspectiva de avaliagdo do perfil
de ligacdo dos valepotriatos e flavondides, isolados de V. glechomifolia, a outros sitios
de ligacao, tais como receptores GABA,, barbiturico, canal de cloreto, de adenosina e

dopamina.

Na sequéncia de realizagdo dos ensaios bioquimicos, foram avaliados os efeitos
dos valepotriatos 1-B-acevaltrato, acevaltrato e valtrato (isolados da solugédo extrativa
dicrometanica de V. glechomifolia), sobre a atividade enzima Na*K*ATPase, presente
em homogenatos de rins e hemisférios cerebrais de ratos, fontes das isoformas o, o €

(07

Até o momento, ndo ha dados na literatura descrevendo a inibicdo da enzima
Na*K*ATPase por valepotriatos. Nossos resultados mostraram que os valepotriatos
testados inibiram a atividade enzimatica com poténcia inibitéria semelhante, entre 20 e
24 uM nos homogenatos de rim, e entre 13 a 44 uM nos hemisférios cerebrais (figura
5.6).

Sao descritas na literatura quatro isoformas «, estruturalmente distintas,
identificadas como o4, oo, o3 € a4 A isoforma oy pode ser funcionalmente distinguida
das isoformas oz e o, com base em sua sensibilidade a inibicdo pelo glicosideo
cardiaco ouabaina (Blanco e Mercer, 1998; Dvela et al, 2007). A afinidade da
Na*K*ATPase pela ouabaina varia de nM a uM, dependendo da espécie animal. Ratos
e camundongos apresentam enzimas resistentes (Clso ~ 0,1 mM), enquanto humanos e

coelhos apresentam enzimas sensiveis (Clsp ~ 0,1 uM) (Bustamante e Féraille, 2008).
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Figura 5.6: curvas de inibigdo da atividade da enzima Na*K*ATPase, presente em homogenatos de rim e
hemisférios cerebrais de rato, pelos valepotriatos 1--acevaltrato, acevaltrato e valtrato.
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Essas diferencas de afinidades dos esterdides cardioténicos pela enzima
Na*K*ATPase devem-se a diversidade estrutural dessas substancias, bem como a
heterogeneidade da bomba proveniente da associacdo das isoformas o e f em
diferentes off heterodimeros (Blanco e Mercer, 1998). Os valepotriatos testados
também apresentam algumas diferencas estruturais, que sao marcadas pelos
substituintes ligados ao anel ciclopentanodiidropirano (tabela 5.4) (Salles et al., 2000;
Silva et al., 2002), porém tais modificagcbes ndo afetaram a capacidade de ligagdo a
enzima e sua consequente inibicao.

Tabela 5.4: substituintes ligados ao nucleo ciclopentanodiidropirano dos valepotriatos testados no ensaio
de inibigdo da enzima Na'K*ATPase.

valepotriato Grupo substituinte - C1  Grupo substituinte — C7  Grupo substituinte -
C11
1-B- acevaltrato B-acetoxi-isovaleroil Isovaleroxi Aciloxi
acevaltrato isovaleroxi B-acetoxi-isovaleroil Aciloxi
valtrato isovaleroxi Isovaleroxi Aciloxi

isovaleroxi = ((CH3)2CHCH2COO)
B-acetoxi-isovaleroil = (CH3COOC(CH3)2CH2COO)
aciloxi = (CH2OCOCH3)

A subunidade o é topologicamente arranjada em 10 hélices transmembrana
(TM1 a TM10). No lado intracelular, estao localizados os sitios de ligacdo do ATP e os
sitios de fosforilagdo e no lado extracelular, o sitio de ligacao dos glicosideos cardiacos.
Estudos de modelagem molecular e docking revelaram que glicosideos cardiacos
ligam-se em um sulco superficial entre as algas TM1-TM2, TM5-TM6 e TM9-TM10 da
subunidade a da Na*K*ATPase. O anel lactona é orientado em dire¢édo as alcas TM1-
TM2, a porcao esterbide entre TM2 e TM4, e TM5 e TM6, e as unidades de acucar em
diregéo a alga TM9-TM10 (Keenan et al., 2005). Nos diferentes glicosideos cardiacos
avaliados, foi observado que a orientacao do anel lacténico e da porgao agucar foi
altamente conservada através de todas as substancias, contudo o nucleo esteroidal
mostrou apreciavel variagao de orientacao, entretanto foi de pouco impacto na afinidade
do ligante pela enzima e sua atividade inibitoria (Keenan et al., 2005).

Chen e colaboradores (2009) mostraram que ginsenosideos contendo a porcao
acucar ligada somente ao C3 da estrutura esteroidal, equivalente a posicao do agucar
nos glicosideos cardiacos (ouabaina, digoxina), possuem maior poténcia inibitéria da
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Na*K*ATPase que os monossacarideos ligados as posicdes C6 e C20, nos quais a
poténcia inibitéria foi reduzida ou até abolida. Modelagem molecular e docking no
dominio extracelular da subunidade o confirmaram que a diferenca na poténcia
inibitéria dos ginsenosideos ocorreu pelo impedimento estérico do agucar ligado nas
posicdes citadas. Somente ginsenosideos com 0, 1 e 2 agucares na posicdo C3
conseguem acoplar no dominio extracelular da subunidade a . A parte central destas
moléculas ficou presa em uma cavidade com dimensées de 10,5 A superior e 9,2 A
inferior, no dominio extracelular. Com o acgucar ligado as posicdes C6 € C20 houve um
aumento nas dimensdes das moléculas para 11,8 A e 14,6 A, respectivamente,
impedindo a entrada na cavidade. No mesmo experimento, também foi demonstrado
que o acido oleandico, que possui uma estrutura quimica similar aos ginsenosideos,

porém nao esteroidal, inibiu a atividade da enzima.

As evidéncias de que a flexibilidade de orientacdo do anel esteroidal dos
glicosideos cardiotonicos ndo influencia a inibicdo enzimatica sugerem a possibilidade
de delineamento de novas classes de inibidores, que contenham um grupo alternativo
(ndo esteroidal, por exemplo) e que mimetizem o tamanho, a forma e a hidrofobicidade
do grupamento esteroidal (Keenan et al., 2005).

Os valepotriatos testados sdo substancias nao glicosiladas, com nucleo principal
constituido de oito carbonos (ciclopentanodiidropirano). Nao foram encontrados dados
na literatura a respeito das dimensdes destas estruturas, contudo se comparados as
estruturas quimicas dos ginsenosideos, as quais apresentam aumento de suas
dimensbes com o0 aumento da ligacao de unidades osidicas, pode ser suposto que os
valepotriatos possuem menores dimensdes. Considerando que os valepotriatos sao
estruturas menores que os glicosideos, que sao lipofilicas, que apresentam pequenas
diferencgas estruturais e que inibem a atividade enzimatica da Na*K*ATPase, é possivel
que os valepotriatos consigam acoplar-se ao sitio extracelular da enzima e, com isso,

bloguear a entrada de ions, da mesma forma que ocorre com 0s ginsenosideos.

Acao sobre a enzima Na*K*ATPase pode ter consequéncias bioldgicas diversas,
entre essas o0 desenvolvimento de toxicidade, ja bem conhecida para os digitalicos, e

alteragdes na liberacdo de neurotransmissores, com possiveis implicagdes na génese
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e/ou tratamento de disturbios psiquiatricos. Alguns estudos destacam a diminuicdo da
atividade enzimatica em pacientes com desordem bipolar (Rose et al., 1998; El-Mallakh
e Wyatt, 1995). Outros ressaltam uma possivel ligacdo com a depressao maior (Zanatta
et al., 2001; Vasconcellos et al., 2005).

Alguns autores demonstraram que a inibicdo da Na’K*ATPase modula a
liberacdo de neurotransmissor pelas terminagdes nervosas (Lichstein e Rose, 2001). A
inibicdo da Na*K*ATPase por endobaina E aumentou a liberagdo de norepinefrina em
hipotalamo de ratos e inibiu, em torno de 60 %, a recaptagdo do neurotransmissor
(Vatta et al., 2004). A infusdo de ouabaina, por microdidlise intrastriatal, aumentou a
liberacdo de dopamina, glutamato e aspartato, e diminuiu a liberacado de acetilcolina e
glutamina (Westerink et al., 1989).

Neurotransmissores, por sua vez, também regulam a atividade enzimatica. Foi
demonstrado que dopamina inibiu a atividade da Na*K*ATPase, porém em presenca de
glutamato este efeito foi prevenido e estimulou a atividade enzimatica (Teixeira et al.,
2003).

Como citado anteriormente, 0os ensaios comportamentais foram realizados com
as solugdes extrativas enriquecidas em valepotriatos ou em flavonoides, obtidas por
maceracao em ultrassom e por fluido supercritico. A escolha da dose utilizada nos
ensaios comportamentais foi determinada a partir de um ensaio piloto no modelo do
labirinto em cruz elevado, no qual os camundongos foram tratados com 15 mg/kg da
solucdo extrativa diclorometéanica pela via intraperitoneal (i.p). Durante o experimento,
foi observado que os animais tratados com essa solugao apresentaram contorgoes e
morreram, alguns dias apés a realizacao do experimento. Tais observacdes indicaram a

necessidade de realizagdo de um estudo de toxicidade aguda.

O ensaio de toxicidade aguda foi realizado com a solugdo enriquecida em
valepotriatos nas doses de 10, 20, 30, 40, 50 e 60 mg/kg (n = 10), via intraperitoneal
(i.p), € 5, 10, 20,40 e 80 mg/kg (n = 5), via oral (gavage). Os sinais de toxicidade
observados foram contorcao, diarréia, piloerecao, ptose palpebral e reducdo de massa
corporal. A dose letal mediana (DLso) estimada, através do método dos probitos (24
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horas), foi de 42 = 3 mg/kg (i.p). Pela via oral, ndo foram detectados sinais de toxicidade
nem morte, no periodo de 24 horas, porém na primeira semana, apdés o tratamento,
alguns animais apresentaram uma leve diarréia e nas doses de 20, 40 e 80 mg/kg

houve uma morte por dose.

As normativas propostas pela OECD (2001) preconizam que a avaliagdo da
toxicidade aguda, para classificagdo em categorias farmacoldgicas e estimativas da
DLso, deve ser realizada com doses fixas de 5, 50, 300 e 2000 mg/kg. Pelas diretrizes
420 e 423, se escolhe a dose inicial, dentre as citadas, utilizando trés animais. Se
houver zero ou uma morte, segue-se com a dose seguinte e, assim, sucessivamente.
Em funcdo dos resultados obtidos no estudo piloto para ansiedade, neste trabalho
optou-se por uma faixa mais estreita de doses, com menores valores, para a definicdo
das doses a serem utilizadas nos ensaios farmacolégicos in vivo subsequentes.
Segundo a OECD (2001), que segue classificagdo determinada pelo Globally
Harmonised System (GHS), para as substancias que causam toxicidade aguda, uma
substancia com DLsy de 50 mg/kg, via oral, é considerada como altamente téxica
(classe 2). Para a via intraperitoneal, a toxicidade classe 2 é determinada por uma DLsg
de 10 mg/kg, enquanto para a classe 3 (moderadamente téxica), a DLsy é de 75 mg/kg.
Conforme esta classificagéo, o valor estimado de DLsy de 42 mg/kg (via ip) classifica os
valepotriatos em posicao intermediaria entre as categorias toxicologicas 2 e 3, com
toxicidade alta a moderada.

Toxicidade relacionada ao uso de espécies de Valeriana tem sido citada na
literatura. Alguns pesquisadores demonstraram que os valepotriatos apresentam
atividade citotéxica, carcinogénica e mutagénica (Bounthanh et al., 1981; Bounthanh et
al., 1983; Hui-Lian et al., 2003; Vo et al.; 2003). Bounthanh e colaboradores (1983)
consideram que a citoxicidade dos valepotriatos é devida a ligagdo dupla entre C5-C6,
enquanto outros pesquisadores atribuem a acédo ao grupo epdxido ligado ao C8, que
atuaria como um agente alquilante (Braun et al, 1982). Al-Majed e colaboradores
(2006) demonstraram efeito genotdxico em células hepéticas e testiculares de animais
tratados com 2000 mg/kg/dia, durante sete dias, com uma preparacdo de valeriana

padronizada em 0,8 % acidos valerénicos. Por outro lado, ratas prenhes tratadas com
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uma solucdo extrativa metandlica (2,79 g/kg/dia, por 8 dias, vo) ndo desenvolveram

fetos com malformacao (Yao et al., 2007).

Ha relatos que os valepotriatos sdo pobremente absorvidos; também sédo muito
instaveis, sofrendo degradacdo em meio acido, o que poderia explicar sua menor
toxicidade quando administrados por via oral. Em ensaios in vivo, ndo haviam sido
observados sinais de toxicidade, até o momento (Tufik et al.,, 1994; Yao et al., 2007).
Em nosso estudo, os sinais de toxicidade mais intensos foram observados nos animais
tratados pela via intraperitoneal. Na primeira semana de observacao, apos tratamento
agudo pela via oral, os animais apresentaram uma leve diarréia. No quinto dia apds a
administracdo, ocorreu uma morte entre cinco animais tratados com 20, 40 e 80 mg/kg.
Nos nove dias subsequentes, ndo foram observados sinais de toxicidade e os animais
comecaram a ganhar peso. Sendo assim, o menor efeito toxico observado pela via oral
pode estar relacionado a questbes de metabolismo, bem como questées de
estabilidade das moléculas.

Uma hipo6tese formulada para tentar explicar os efeitos toxicos desenvolvidos nos
animais tratados com a mistura de valepotriatos, foi a existéncia de uma possivel
relacdo com a inibicdo da enzima Na*K*ATPase. Cardiotdnicos sdo farmacos de indice
terapéutico muito baixo. Atuam aumentando a forga contratil miocardica (inotropismo
positivo), promovendo elevagdao do volume de sangue ejetado e, consequentemente,
alterando o aporte de oxigénio e nutrientes que chegam aos tecidos e 6rgaos
periféricos, sendo utilizados no tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva. As
acoes ionotropicas, bem como as téxicas das substancias digitdlicas, sdo mediadas
através da inibicdo do transportador transmembranar de sédio e potassio, sendo a
intoxicacdo meramente um estagio mais avancado do mesmo processo (Chung, 1981).
A inibicdo da enzima causa uma diminuicdo de ions K* e aumento dos niveis
intracelulares de ions Na*, que por sua vez modulam a atividade de um carreador de
membrana envolvido nas trocas de ions Ca™ por ions Na*, promovendo consideravel
elevacdo dos niveis intracelulares de Ca'™ por influxo, ou pela mobilizagdo de
reservatorios sarcoplasmaticos. Este aumento melhora a eficiéncia da excitacao-

contracdo e aumenta a contratilidade miocéardica. A cardiotoxicidade é resultante do
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estagio mais avancado de inibicdo enzimatica e de uma perda excessiva de potéssio.
Nesse estagio a configuragdo do potencial de acdao é afetada, gerando aumento da
automaticidade, depressdo da condugcdo e encurtamento do periodo refratario,
predispondo ao desenvolvimento de arritmias (Chung, 1981; Fraga e Barreiro, 1996).
Como demonstrado no corrente trabalho, os valepotriatos inibiram a atividade da
enzima Na'K*ATPase e é possivel, que como consequéncia desta inibicdo, uma

toxicidade cardiaca tenha levado os animais a morte.

Frente aos dados observados de toxicidade aguda, foi escolhida a utilizagdo da
via oral para a continuagcado dos experimentos in vivo. Para a realizagdo do teste do
labirinto em cuz elevado e teste de potenciagéo do sono barbiturico, a solugéo extrativa
diclorometanica (enriquecida em valepotriatos) e a solugdo extrativa metandlica

(enriquecida em flavonoides), foram administradas na dose de 10 mg/kg.

O tratamento oral com as solugdes diclorometénica (tabela 5.5) e metandlica
(tabela 5.6), de V. glechomifolia, ndo aumentou o tempo de permanéncia, nem o
nuamero de entradas nos bragos abertos e, também, ndo alterou o tempo de indugao
(laténcia) para o sono barbiturico, nem o tempo (duragdo) de sono induzido por
pentobarbital sédico (40 mg/kg) (tabela 5.7).

Tabela 5.5: efeito da solugdo extrativa diclorometanica de V. glechomifolia (VAL 10 mg/kg, v.0) no
labirinto em cruz elevado (valores absolutos).

Tempo de permanéncia (s) Numero de Entradas (n) Rearings
Tratamento (n)
Bragos Abertos Bracos Bragos Abertos Bracos
Fechados Fechados Total
SAL (n=9) 94,1+65,85 112,7 +87,51 6,1+3,55 7,1£5,16 13,8+t46 53139

DZP (n=9)  201,1 +70,35* 48,5+61,92**  4,8+4,02" 84+831" 186+57 21+1,8"

VAL (n=15) 37,6+34,15 188,7 £ 56,67 4,5+ 3,91 7,7+ 4,56 104+44 3,3+29

Resultados expressos como média * desvio padrdo. Diferencas estatisticamente significativas
determinadas por ANOVA seguida de Teste de Tukey : *p<0,001; ** p<0,001; *p<0,001; *p<0,001;
//p=0,039 quando comparadas aos respectivos grupos controle salina. VAL: solugdo diclorometanica
enriquecida em valepotriatos + TWEEN 1 %; SAL: salina + TWEEN 1 %; DZP: diazepam + TWEEN 1 %.
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Tabela 5.6: efeito da solugéo extrativa metandlica de V. glechomifolia (FLA 10 mg/kg, v.0) no labirinto em
cruz elevado (valores absolutos).

Tratamento Tempo de permanéncia (s) Numero de Entradas (n) Re?rqgngs
Bracos Abertos Bracos Bragos Abertos Bragos Total
Fechados Fechados ota
SAL (n=10) 34,3 +17,46 142,4 + 40,68 3,2+1,81 9,3+ 3,06 14,3+ 3,583 5,1t 3,41
DZP (n=10) 88,4+ 17,49* 83,9+17,73*  8,5+3,08" 10,3+2,63% 16,8+1,53 1,5+0,85
FLA (n=8) 52,12+ 38,73 153,7 + 39,78 5,4 + 3,81 10,1 + 2,41 15,5+5,18 10,2;_r
8,12

Resultados expressos como média = desvio padrdao. Diferencas estatisticamente significativas
determinadas por ANOVA seguida de Student Newman Keuls *P=0’003 (Fe27=7,288); **p=0,007
(Fo.27=6,063); p<0,001 (F(227=22,606); *p<0,001 F27=23,492); "p=0,003 (F(27=7,436);  quando
comparadas aos respectivos grupos controle salina. FLA: solugdo metandlica enriquecida em flavonoides
+ TWEEN 1 %; SAL: salina + TWEEN 1 %; DZP: diazepam + TWEEN 1 %.

Tabela 5.7: efeito da solugdo extrativa diclorometénica e metandlica de V. glechomifolia no tempo de
sono induzido por pentobarbital (40 mg/kg, i.p).

Tratamentos Laténcia (min) Duracao (min)
SAL (n=9) 4,0 (4,0-5,0) 33,4+12,65
DZP (n=9) 3,0 (3,0-3,0)** 87,3 + 24,06"
VAL (n=8) 4,0 (3,0-4,0) 27,0 £ 21,98
FLA (n=8) 5,0 (3,5-5,0) 40,2 +£ 28,83

Laténcia: resultados expressos como mediana (intervalo interquartis). Diferencas estatisticamente
significativas em relacdo ao grupo controle (SAL) ** p<0,001 (Kruskal-Wallis, H= 16,306); Duracao:
resultados expressos como média + dp. Diferengas estatisticamente significativas em relagcdo ao grupo
controle (SAL). *p<0,001 (ANOVA seguida de Teste de Tukey). VAL: solugdo diclorometanica
enriquecida em valepotriatos + TWEEN 1 %; FLA: solugdo metandlica enriquecida em flavondides +
TWEEN 1 %; SAL: salina + TWEEN 1 %; DZP: diazepam + TWEEN 1 %.

A solugcdo extrativa diclorometanica, rica em valepotriatos, obtida de V.
glechomifolia, nao apresentou efeito ansiolitico ou sedativo, o que pode ser
parcialmente explicado pela falta de afinidade dos valepotriatos isolados pelos
receptores benzodiazepinico e serotonérgico. Diferentes mecanismos de acdo sao
postulados para a atividade ansiolitica, entre eles a modulagdo de receptores
benzodiazepinicos e serotonérgicos, especialmente o receptor 5HT4. De modo geral, a
reducdo da atividade serotonérgica resulta em atividade ansiolitica, enquanto o
aumento em atividade ansiogénica (Griebel, 1995). A acdo sedativa é regulada por
multifatores, estando envolvidos diferentes neurotransmissores como GABA,
acetilcolina, noradrenalina, serotonina, histamina e adenosina (Stenberg, 2007). A
maioria dos farmacos hipnético-sedativos utilizados no tratamento da insbénia age
através da modulacao do receptor GABAa (Sommerer, 2009). Contudo, farmacos que
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agem em receptores serotonérgicos também apresentam atividade sedativa.
Atualmente o subtipo 5HT2a, em particular, tem emergido como um importante alvo na

busca de novos farmacos para o tratamento da insénia (Landolt e Wehrle, 2009).

Os relatos existentes de ensaios pré-clinicos e clinicos sobre a atividade
ansiolitica de extratos de valeriana, padronizados em valepotriatos, sdo reduzidos. Ha
um unico registro de um estudo piloto controlado, no qual pacientes diagnosticados com
disturbio de ansiedade generalizada receberam, por quatro semanas, a dose de 81,3
mg/dia de valepotriatos (Andreatini et al., 2002). A maioria dos registros sobre a
atividade de extratos, obtidos de espécies de Valeriana, versa sobre a acdo sedativa,
sendo os Oleos volateis, valepotriatos, flavondides e lignanas as substancias
reconhecidas para esta atividade (Hendriks et al., 1981; Morazzoni e Bombardelli, 1995;
Marder et al., 2003).

Em ensaios in vivo, foi demonstrado que um extrato hidroalcodlico de raizes de
V. edulis, nas doses de 100, 300 e 1000 mg/kg foi ansiolitico, anticonvulsivante e
sedativo (Oliva et al., 2004). Andreatini e colaboradores (1994) reverteram o efeito
ansiogénico desenvolvido pela retirada de benzodiazepinicos (ratos tratados com
diazepam na dose de 5 mg/kg / 30 dias) com uma mistura de valepotriatos na dose de
12 mg/kg. Uma mistura de valepotriatos contendo 80 % diidrovaltrato,15 % valtrato e 5
% acevaltrato apresentou efeito sedativo em ratos, na dose de 31 mg/kg (v.0)
(Houghton, 1988). A fragéo éter etilico proveniente da extracdo com etanol (70 %) de V.
wallichii, contendo produtos de degradagcédo de valepotriatos (baldrinais), acevaltrato,
diidrovaltrato, valtrato e acido valérico mostrou ligacdo aos receptores 5HTa €
benzodiazepinico e foi sedativa, em ensaios in vivo (Marder et al., 2003).

Os dados de literatura, como pode ser observado, relataram a atividade
farmacologica de diferentes extratos (composicdo varidavel). A solucado extrativa
avaliada, no presente trabalho, foi obtida pela utilizagdo de diclorometano como
solvente extrator. O diclorometano é um solvente de menor polaridade se comparado
ao metanol, etanol ou solugdes hidroalcodlicas, portanto apresentado maior seletividade
para a extragcdo de valepotriatos que os demais citados. Nas solugdes extrativas

hidroalcodlicas, avaliadas por outros pesquisadores, substancias de polaridade
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intermediaria ou maior que os valepotriatos também podem ter sido extraidas, refletindo
em variabilidade na composicdo quimica e, consequentemente, nos resultados dos

ensaios farmacologicos.

Semelhante perfil farmacologico foi observado para a solugdo extrativa
metandlica de V. glechomifolia e o flavonéide B6, os quais ndao apresentaram efeito
ansiolitico no labirinto em cruz elevado, nem afinidade importante pelos receptores

benzodiazepinico e 5HT1a, respectivamente.

Este resultado foi inesperado, visto que flavonéides estdo envolvidos no efeito
ansiolitico observado para diversas espécies vegetais como: Matricaria chamomila,
Passiflora alata, Tilia americana, Apocynum venetum, entre outras (Zanolli et al., 2000;
Provensi, 2007; Herrera-Ruiz et al, 2008; Grundmann et al., 2009). Paladini e
colaboradores (1998) demonstraram que crisina, apigenina e flavona, via i.p, nas doses
de 1, 3 e 3 mg/kg, respectivamente, induziram um aumento no numero € no tempo
gasto nos bragos abertos, no labirinto em cruz elevado, porém para acdo sedativa
foram necessarias doses acima de 10 e 30 mg/kg. Os flavonoides glicosilados,
mircitrina, naringina e gossipina, causaram efeito ansiolitico em camundongos tratados
via i.p, com 1 mg/kg (Fernandez et al., 2006). Na mesma dose, a flavona 6-
metilapigenina, presente em V. officinalis e V. wallichii, mostrou atividade ansiolitica em
camundongos submetidos ao ensaio do labirinto em cruz elevado e afinidade de ligagéo
pelo sitio benzodiazepinico (Ki= 495 nM). Contudo, ha também relatos de acao
ansiolitica e sedativa de flavondides isolados, que ndo se ligam aos receptores
benzodiazepinico e serotonérgico. Hesperidina, isolada de V. wallichii, na dose de 4
mg/kg, reduziu a atividade locomotora, a exploragcdo e o numero de rearings no teste
holeboard e aumentou o tempo de sono induzido por tiopental, porém ndo apresentou
afinidade de ligacdo aos receptores benzodiazepinico, serotonérgico (5HTia, SHT>),
AMPA-glutamatérgico e purinérgico (Marder et al., 2003). O flavondide linarina, isolado
de V. officinalis, aumentou o tempo de sono induzido por pentobarbital em ratos nas
doses de 7 e 14 mg/kg (i.p), porém nao ligou ao sitio benzodiazepinico/GABAa
(Fernandez, et al., 2004). A flavona luteolina apresentou efeito do tipo ansiolitico, a
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despeito de sua fraca afinidade (Ki= 60,1 uM) pelo receptor benzodiazepinico (Coleta et
al., 2008).

O mecanismo de acdo mais comumente relatado na explicacdo do efeito
ansiolitico de diversos flavondides € a modulagdo alostérica positiva do receptor
GABA,, via sitio benzodiazepinico (Medina et al., 1990; Medina, et al., 1998; Paladini et
al., 1999; Griebel et al., 1999; Marder e Paladini, 2002). Em contrapartida, Goutman e
colaboradores (2003) mostraram que os flavondides apigenina, quercetina, morina, €
flavona antagonizam as correntes i6nicas mediadas pelo receptor recombinante o, f;y:s

GABAA, ndo mimetizando o comportamento dos moduladores tipo benzodiazepinicos.

Alguns autores escolhem a utilizacado da via intraperitoneal, ao invés da via oral,
para a administracdo de flavonoides, pois €& de conhecimento que flavondides
administrados pela via oral sofrem metabolismo nos rins e figado, podendo gerar
produtos com reduzida atividade biolégica (Walle, 2004). Além disso, quando na forma
de heterosideos, sdo hidrolisados por glicosidases presentes nas células da mucosa
gastrintestinal, ou secretadas pelas bactérias do colon (Day et al., 1998). Fernandez e
colaboradores (2006) escolheram a via intraperitoneal para administrar os flavondides
hesperidina, naringina e gossipina, que foram ativos no labirinto em cruz elevado, para

minimizar aquele tipo de metabolismo.

Assim, a utilizacdo de outras vias de administracdo, bem como a investigacao de
substratos neurobioldgicos distintos, na busca de uma agao ansiolitica ou sedativa para
V. glechomifolia € uma perspectiva interessante para a continuidade deste trabalho.
Entre estes diferentes substratos bioldgicos podemos destacar o sistema de recaptagao
neuronal de serotonina, dopamina e o sistema purinérgico, bem como outros modelos
animais para ansiedade, como o labirinto em T. O aparato é semelhante ao labirinto em
cruz elevado, porém sem a presenca de um braco aberto, e oferece a medida de duas
tarefas comportamentais, denominadas esquiva inibitéria e escape, que representam
dois tipos de defesa, relacionados a ansiedade e ao medo (péanico), respectivamente.
Existe uma boa correlacdo entre os efeitos dos inibidores da recaptacao de serotonina
na tarefa esquiva e desordem de ansiedade generalizada, bem como entre a tarefa de
escape e desordem de panico (Pinheiro et al., 2007).
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Considerando os relatos do envolvimento da atividade da enzima Na*K*ATPase
em desordens afetivas, os valepotriatos foram, também, testados em um modelo animal
para triagem de antidepressivos. Foram realizados: o teste da natacao forgcada (figura

5.7) e o teste de atividade locomotora espontanea (tabela 5.8).
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Figura 5.7: efeito da mistura de valepotriatos obtidos por extragcao em fluido supercritico (dose 10 mg/kg,
v.0) no teste de natacdo forgcada. Resultados expressos como média + dp. Diferencas estatisticamente
significativas determinadas por ANOVA seguida de Student Newman Keuls *p<0,001 (F2,25=10,947)
quando comparada ao controle salina (salina + TEEWN 1 %). IMI: imipramina (n=9); SAL: salina (n=9);
VAL: solugéo extrativa enriquecida em valepotriatos (n=8).

Tabela 5.8: efeito da mistura de valepotriatos obtida por extragdo em fluido supercritico (VAL SC) no
ensaio de atividade locomotora.

Tratamentos Numero crossings NUmero rearings Numero Numero bolos
groomings fecais
SAL (n=10) 281,7 £ 186,22 88,9 £ 50,72 19,9+ 7,45 2,9+233
VAL SC (n=10) 299,8 £ 62,69 100,4 + 25,44 17,0 £ 8,43 3,8+2,15

Resultados expressos como média £ dp. Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos (Teste t). SAL = (salina +TWEEN 1 %)

Os resultados mostraram que, na dose de 10 mg/kg (vo), a mistura de
valepotriatos reduziu o tempo de imobilidade dos animais no teste da natacao forcada
(figura 5.7), sem alteracdes da atividade locomotora (tabela 5.8), o0 que demonstra que
o efeito antimobilidade na natacado ndo se deve a uma estimulagcao motora inespecifica,
e corrobora, desta forma, com um possivel efeito do tipo antidepressivo para a solugao
extrativa enriquecida em valepotriatos. Este dado é inédito para esse tipo de
substancia. Em busca realizada na literatura, foi encontrada somente uma publicagdo
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que relaciona atividade do tipo antidepressiva a preparacdes de V. officinalis,
(padronizadas em acidos valerénicos e livres de valepotriatos) (Hattesohl et al., 2008).
Recentemente, foi apresentado por Holzmann e colaboradores (2009), na Reunido da
Sociedade Brasileira de Farmacologia e Terapéutica Experimental, que o extrato
hidroalcodlico seco, de V. prionophylla, apresentou atividade do tipo antidepressivo, em

camundongos tratados pela via oral.

Um melhor detalhamento experimental é necessario para que se possa avangar
na hipétese de que os valepotriatos tenham atividade antidepressiva. Como perspectiva
imediata, € fundamental o estudo de uma relacdo dose versus efeito, no teste da
natagcado forgcada, e em outros modelos animais de depressdo. Também € necessaria a
busca do mecanismo de agdo, a qual devera envolver, inicialmente, a investigacdo da
acao dos valepotriatos em sistemas neurotransmissores classicamente envolvidos na
depressdo, como a neurotransmissao monoaminérgica. Porém, a busca por farmacos
com acgao antidepressiva tem se expandido para o encontro de diferentes mecanismos
de acgdo, visto que a teoria monoaminérgica da depressdo nao explica
satisfatoriamente, nem a etiologia da depressédo, nem o perfil de efeito terapéutico da

maioria dos farmacos em uso (Millan, 2006).

No escopo dessa tese, foi identificada a agao inibitéria da enzima Na*K*ATPase,
que vem sendo considerada como um novo alvo biolégico a ser estudado na etiologia
e/ou tratamento de disturbios do humor, tais como desordem bipolar e depressao. Para
a determinagéo de uma possivel ligagdo entre a modulacao da atividade enzimatica e a
atividade do tipo antidepressiva, determinada no presente trabalho, faz-se necessario a
avaliacdo da atividade enzimatica em sinaptossomas de animais previamente

submetidos a modelos experimentais de depressao e tratados com valepotriatos.

Foi demonstrada por Zannata e colaboradores (2001) uma reversdao da
diminuicdo da atividade Na*K*ATPase, em ratos submetidos a estresse cronico, que
foram tratados com fluoxetina. Contudo, o resultado foi contrario em animais tratados
com imipramina, que causou inibicdo da atividade enzimatica. Vasconcellos e
colaboradores (2005), também demonstraram a reversdao da diminuicdo da atividade

enzimatica, em animais tratados cronicamente com fluoxetina. Seguindo a mesma linha
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de trabalho, foi demonstrado que a diminuigcdo da atividade Na*K*ATPase foi prevenida
pela administracdo crénica de litio. Esses resultados sugeriram que a modulacdo da
atividade enzimatica pode ser um dos mecanismos de ac¢ado do litio no tratamento das
desordens de humor (Gamaro et al., 2003).

O envolvimento da atividade enzimatica em situacdes de depressao tem sido
demonstrado em outras linhas experimentais. A exposicdo de ratos a baixas
concentracdes de malathion, um organofosforado utilizado na agricultura, levou a uma
diminuicdo da atividade Na*K*ATPase no cértex cerebral, bem como ao aumento do
tempo de imobilizagdo, no teste da natagao forgada. O tratamento com diselenido de
difenila reverteu a inibicdo enzimatica e reduziu o tempo de imobilidade (Acker et al.,
2009). Ratos tratados com eletrochoque mostraram aumento da afinidade de ouabaina
pela Na'K*ATPase, sugerindo que substancias enddgenas do tipo ouabaina estédo

envolvidas nos efeitos dessa terapia (Bignotto et al., 2006).

A inibicao enzimatica causada pelos valepotriatos, que sdo menos seletivos que
a ouabaina e que apresentam inibicao na faixa de concentracdo micromolar, pode ter
ocorrido em um nivel mais superficial, gerando um aumentado da excitabilidade da
membrana neuronal. Também é possivel que a inibicdo da atividade enzimatica possa
ter gerado um leve aumento intracelular da concentragéo de Na*, que foi refletida no
terminal pré-sinaptico por alteragdes no efluxo de Ca?*, via trocador Na*/Ca** (El-
Mallakh e Wyatt, 1995). Portanto, o aumento da excitabilidade aliado a um aumento do
célcio intracelular no terminal dendritico, pode ter elevado o tempo de liberacdo de
neurotransmissores aminérgicos, bem como reduzido a captacdo dos mesmos,

refletindo na atividade do tipo antidepressiva observada nos experimentos in vivo.

Steffens e Feuerstein (2004) demonstraram que a inibicdo da enzima por
ouabaina levou a um decréscimo da captacédo de serotonina e dopamina, sendo assim
os valepotriatos podem ter inibido a recaptacao de neurotransmissores aminérgicos, de
modo semelhante aos inibidores seletivos da recaptacao de serotonina (Celada et al.,
2004).
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Além dos diversos ensaios que devem ser desenvolvidos na busca do
entendimento das atividades dos valepotriatos, deve-se considerar a investigacdo dos
produtos de degradacdo dos mesmos. Valepotriatos sdo substancias instaveis, que
degradam em situagdes extremas de pH, calor e quando em solucado. Entre seus
produtos de degradacdo destaca-se o acido isovalérico, responsavel pelo odor
caracteristico das espécies de Valeriana. Ribeiro e colaboradores (2007) demonstraram
que o &cido isovalérico inibiu a atividade da enzima Na'K*ATPase, presente em
homogenatos cerebrais, e essa inibicdo foi completamente prevenida com o pré-
tratamento dos homogenatos com a-tocoferol e creatina, indicando que os radicais

peroxidos estao provavelmente envolvidos.

Em suma, foi demonstrado que as solugdes extrativas enriquecidas em
valepotriatos e flavonoides, obtidas da espécie nativa Valeriana glechomifolia, nao
apresentaram atividade ansiolitica, nem sedativa, na dose de 10 mg/kg, via gavage,
divergindo parcialmente da massa de dados que apontam para ag¢des ansiolitica e
hipnoético-sedativa de extratos brutos e fragbes, obtidos de diferentes espécies de
Valeriana. A extracdao por fluido supercritico com diéxido de carbono mostrou-se
eficiente para a obtencao de fragcdes enriquecidas em valepotriatos e, os dados obtidos
nesse trabalho, sugerem que essas substancias possam constituir uma nova classe
quimica com atividade inibitéria da enzima Na'K*ATPase e com atividade do tipo
antidepressiva.
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6. CONCLUSOES

e A partir da solucao extrativa diclorometanica de Valeriana glechomifolia, foram obtidos

os valepotriatos valtrato, acevaltrato, 1-B-acevaltrato e diavaltrato;

e As cinco espécies de Valeriana, nativas do Rio Grande do Sul, apresentaram
flavonéides; todas mostraram a presenca de um produto caracterizado como uma
flavona (codificado como B6). As espécies V. salicariifolia e V. scandens apresentaram,

também, compostos com perfil de flavonais;

e O método de extracdo utilizando diéxido de carbono em condigdes supercriticas
(SCCOy), na temperatura de 40 °C e pressdes de 90, 120, 150 e 200 bar, se mostrou
eficiente para a obtengéo de valepotriatos;

e A massa total obtida com SCCO. foi superior aquelas obtidas pelos métodos de

maceracao;

e Valepotriatos foram quantificados nos diferentes extratos, sendo os maiores teores
obtidos através da SCCO,, seguido de maceragdo por ultrassom e, posteriormente,

maceragao;

e Em todos os extratos valtrato foi o valepotriato mais abundante, seguido de

acevaltrato, 1-B-acevaltrato e isovaltrato;

¢ Os valepotriatos (valtrato, acevaltrato, 1-B-acevaltrato e diavaltrato) e o flavono6ide B6
nao ligaram ao sitio benzodiazepinico, do complexo receptor GABA, nem ao receptor

serotonérgico (5HT14), na faixa de concentracdo de 1-100 uM;

e A solugdo extrativa obtida por maceragdo por ultrassom, com diclorometano,
apresentou toxicidade aguda, quando administrada via intraperitoneal, com a dose letal
mediana (24h) de 42+3 mg/kg;
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e As solucdes extrativas obtidas por maceracao por ultrassom, com diclorometano
(valepotriatos) e com metanol (flavondides), na dose de 10 mg/kg, via oral, nao
demonstraram atividade ansiolitica, no teste do labirinto em cruz elevado, nem

sedativa, no tempo de potencia¢ao do sono barbiturico;

¢ Os valepotriatos valtrato, acevaltrato e 1-B-acevaltrato inibiram a atividade da enzima

Na*K*ATPase, na faixa de concentragdo micromolar;

e A fragdo de valepotriatos, obtidas através de SCCO, nas condigdes 40 °C/90 bar
apresentou, na dose de 10 mg/kg, via oral, uma diminuigdo do tempo de imobilidade no
teste da natacado forcada, porém nao interferiu na locomogao espontanea no teste do
campo aberto.

Os resultados mostraram que os valepotriatos ndo estdo envolvidos nas
atividades sedativas e ansioliticas comumente aceitas para as preparagbes de
valeriana. Contudo, demonstraram atividade do tipo antidepressiva e inibicdo da
enzima Na'K*ATPase, em experimentos in vitro. Estes resultados abriram uma nova
perspectiva para a continuidade de investigagdes com essas moléculas, através do
estudo de substratos bioldgicos distintos, como sistemas purinérgicos e
dopaminérgicos, bem como a busca do mecanismo de agao envolvido na atividade do
tipo antidepressiva observada. Além disso, foi demonstrado que a extracao por fluido
supercritico possibilitou a extracdo de teores mais elevados em relagcdo aos métodos
classicos de extragao, promovendo a obtencdo de um extrato com menos impurezas,

auséncia de clorofila e enriquecido nos produtos de interesse.
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PERSPECTIVAS

e Utilizacdo de valepotriatos como ferramenta farmacolégica em ensaios de avaliagao

da atividade da enzima Na* K* ATPase.

e Realizagdo de ensaios de atividade enzimatica em sinaptossomas de animais
previamente submetidos a modelos experimentais de depressdo e tratados com

valepotriatos.

e Avaliacdo do perfil de ligacdo dos valepotriatos e flavondides, isolados de V.
glechomifolia, a outros sitios de ligagado, tais como receptores GABAa barbiturico,
purinérgico, dopaminérgico e canais de cloreto.

e Estudo da relagdo dose versus efeito, no teste da natacdo forcada e em outros

modelos animais de depressao.

e Busca de mecanismo de agdo, a qual devera envolver a investigacdo da agcédo dos
valepotriatos em sistemas neurotransmissores classicamente envolvidos na depresséo,
como a neurotransmissdao monoaminérgica, no efeito antimobilidade do teste da

natacao forcada.

¢ Aprofundamento do estudo de extracao de valepotriatos por fluido supercritico.
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