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RESUMO

Espéecies do género Valeriana sdo tradicionalmente utilizadas no tratamento de
insdnia e ansiedade. Valepotriatos constituem um importante grupo de metabdlitos
do género que contribui para os efeitos farmacologicos. Trabalhos recentes
demonstraram a atividade do tipo antidepressiva de diversas espécies de
Valeriana, como V. glechomifolia, nativa do Rio Grande Sul, 0 que representa uma
nova abordagem para o emprego terapéutico do género. Objetivos: Investigar o
envolvimento da neurotransmissdo monoaminérgica na atividade antidepressiva de
um extrato de V. glechomifolia obtido por dioxido de carbono supercritico
(SCCOy,) e avaliar a influéncia do tempo e condi¢des de armazenamento no teor de
valepotriatos diénicos. Materiais e Métodos: Partes aéreas e subterrneas de V.
glechomifolia foram submetidas a SCCO, e o extrato obtido foi armazenado (a -
20°C) seco ou solubilizado em metanol. As concentracbes de valepotriatos
diénicos foram determinadas, durante 8 meses, através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia. A atividade do tipo antidepressiva foi avaliada em camundongos no
teste da suspensdo pela cauda (TSC) e da natacdo forcada (TNF). Para a
investigagdo do envolvimento do sistema monoaminérgico, antagonistas de
receptores de monoaminas e um inibidor da sintese de serotonina foram
administrados. A interacdo do extrato com antidepressivos convencionais foi
avaliada no TNF através da co-administracdo de doses sub-efetivas. Resultados e
Conclusdes: V. glechomifolia reduziu a imobilidade dos animais no TSC e TNF,
confirmando o potencial antidepressivo. O efeito foi mediado pelos sistemas
neurotransmissores noradrenérgico (receptor a2) e dopaminérgico (receptores D1 e
D2), o que representa uma agdo dual diferenciada. V. glechomifolia potencializou o
efeito de imipramina, desipramina e bupropiona no TNF. Em ambas as condigdes
de armazenamento do extrato, observaram-se conversdo molecular de valepotriatos
diénicos em valtrato. Houve formacdo de produtos de degradacdo somente quando
0 extrato foi armazenado em metanol.

Palavras-chave: Valeriana glechomifolia, valepotriatos, extracdo por fluido

supercritico, atividade do tipo antidepressiva.
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ABSTRACT

Evaluation of the monoaminergic system involvement in the antidepressant-
like effect of a supercritical carbon dioxide Valeriana glechomifolia Meyer
extract
Species of the genus Valeriana are traditionally used to treat sleep disorders and
anxiety. Valepotriates represent an important group of metabolites that contribute
to the pharmacological properties of the genus. Studies have demonstrated the
antidepressant-like activity of Valeriana species, like V. glechomifolia, a south
Brazil native species, representing a new approach to the therapeutic use of the
genus. Objectives: To further investigate the antidepressant-like activity of a V.
glechomifolia supercritical carbon dioxide (SCCO,) extract as well as to evaluate
the influence of time and storage conditions on diene valepotriates content of this
extract. Material and Methods: Aerial and subterranean parts of V. glechomifolia
were submitted to SCCO, and the extract was stored (at -20 °C) dry or in
methanol. Diene valepotriates concentrations were determined through 8 months
by high efficiency liquid chromatography. The antidepressant-like activity was
evaluated in mice forced swimming test (FST) or tail suspension test (TST). To
investigate the involvement of the monoaminergic system in this effect, different
groups of mice were pre-treated with monoamine receptors antagonists or an
inhibitor of serotonin synthesis. The interaction of the extract with antidepressants
was evaluated in the FST by mice co-administration of sub-effective doses.
Results and Conclusions: V. glechomifolia was active in the FST and TST,
confirming its antidepressant-like effect, which was impaired by adrenergic (a2)
and dopaminergic D1 and D2 antagonists, representing a distinct dual action. V.
glechomifolia potentiated the antidepressant-like effect of imipramine, desipramine
and bupropione in the FST. In both conditions of extract storage, a molecular
interconvertion of diene valepotriates into valtrate was observed. Degradation
products formation occurred only when the extract was stored in methanol.
Keywords: Valeriana glechomifolia, valepotriates, antidepressant-like activity,

supercritical extraction.
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1. INTRODUCAO




A depressdo, juntamente com outros disturbios do humor, apresenta
prevaléncia mundial de aproximadamente 18%, sendo considerada uma das
doengas mentais mais incapacitantes e dispendiosas (TAMMINGA et al., 2002;
MOUSSAVI et al., 2007). A Organizacdo Mundial da Saude estima que a
depressdo afete, atualmente, 121 milhdes de pessoas e que, no ano de 2020, a
mesma representard um dos principais disturbios responsaveis por tempo de vida
perdido, seja por morte prematura ou por incapacidade (OMS, 2011). Muitos
medicamentos antidepressivos estdo disponiveis na terapéutica, embora menos de
25 % das pessoas tenham acesso ao tratamento. Além disso, 30 a 35 % dos
pacientes deprimidos ndo apresentam boa resposta e a maioria dos medicamentos
possui efeitos adversos importantes, que limitam a adesdo ao tratamento (OLESEN
et al., 2007; OMS, 2011). Assim, a busca de novos medicamentos antidepressivos

¢ ainda uma necessidade.

Nesse contexto, a pesquisa de produtos naturais com acao central se insere
como uma alternativa para o desenvolvimento de farmacos com mecanismos de
acdo possivelmente diferenciados (WANG et al., 2008). A diversidade quimica
das moléculas de origem natural e a pressdo dos mecanismos de selecéo biologica
determinam uma alta probabilidade de moléculas bioativas com mecanismos
inovadores e 0s produtos naturais permanecem ainda como uma fonte de grande
interesse para obtencdo de novos modelos moleculares bioativos (GOTTLIEB et
al., 1996; NEWMAN, 2008).

Entre as espécies vegetais com agdo no sistema nervoso central, as
pertencentes ao género Valeriana encontram-se entre as mais estudadas,
principalmente no que diz respeito a acdo sedativa e ansiolitica (KRYSTAL e
RESSLER, 2001). O género Valeriana (familia Valerianaceae) compreende de 300
a 400 espécies (BACKLUND e MORITZ, 1998). Das 17 descritas no Brasil, 12
ocorrem no Rio Grande do Sul: Valeriana bornmuelleri Brig., 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 (SOBRAL, 1999a, 1999b).

Diversos estudos tém sido direcionados aos efeitos farmacoldgicos dos
extratos de Valeriana e seus constituintes isolados (BOS et al., 1997). A espécie V.
officinalis ¢ uma das plantas medicinais mais utilizadas em todo o mundo
(BLUMENTHAL, 2003; GUTIERREZ et al., 2004). A Organizacdo Mundial da
Saude considera que as preparagdes farmacéuticas obtidas a partir de V. officinalis
podem ser utilizadas como alternativa aos benzodiazepinicos (WHO, 1999). Na
producédo de fitoterdpicos, V. officinalis, V. wallichii e V. edulis sdo as especies
mais empregadas (FUGG-BERMAN e COTT, 1999; HERRERA-ARELLANO et
al., 2001). Muitos estudos apontam para 0 envolvimento da neurotransmisséo
GABAEérgica na atividade desta planta. Embora seu mecanismo de acdo néo esteja
plenamente esclarecido, é relatado que V. officinalis ativa receptores GABAAa
(MENNINI et al., 1993; CAVADAS et al., 1995; ORTIZ et al., 2004). Também
parece diminuir o metabolismo cerebral do acido gama aminobutirico (GABA)
(HOUGHTON, 1999). DIETZ e colaboradores (2005) demonstraram que
diferentes extratos de V. officinalis e 0 &cido valerénico parecem também ter efeito

agonista parcial sobre receptores serotonérgicos.

A maioria dos dados farmacologicos relacionados as espécies de Valeriana
refere-se a acdo sedativa das mesmas. Porem, HATTESOHL e colaboradores
(2008) demonstraram que a administracdo repetida de preparacfes comerciais de
V. officinalis (padronizadas em acidos valerénicos e livres de valepotriatos)
apresenta, alem da atividade ansiolitica, propriedade do tipo antidepressiva.
Recentemente, foi demonstrada a atividade do tipo antidepressiva de V.
prionophylla (HOLZMANN et al., 2011) e V. wallichii (SUBHAN et al., 2010;
SAH et al., 2011) no teste da natacdo for¢cada em camundongos e ratos tratados
agudamente pela via oral. Além disso, a eficicia clinica dessas espécies no
tratamento da depresséo ja foi demonstrada (BHATTACHARY YA et al., 2007).



Ainda ndo h& um consenso no meio cientifico quanto aos constituintes
responsaveis pela acdo sedativa das espécies de Valeriana. Sesquiterpenos, acido
valerénico e derivados parecem contribuir para os efeitos apresentados pelas

especies. O papel dos valepotriatos, porém, é bastante controverso.

Valepotriatos sdo iriddides carbociclicos, cujo nucleo principal esta
demonstrado na Figura 1, que apresentam um esqueleto ciclopentanodiidropirano,
um anel epoxi e trés ligacdes ésteres, sem ligagdes glicosidicas. Suas variagoes
estruturais devem-se aos diferentes substituintes &cidos esterificados com os
grupos hidroxila, a presenca ou auséncia de um grupo epoxido e ao numero e
posicdo das ligacdes duplas no nucleo principal (HOBBS, 1989). Dividem-se em
dois grupos principais: monoénicos e diénicos. Os valepotriatos diénicos
apresentam uma ligac&o dupla entre C5 e C6, e os mais frequentes em espeécies de
Valeriana séo valtrato, isovaltrato, diavaltrato, acevaltrato e 1-B-acevaltrato,
enquanto que os monoénicos sdo diidrovaltrato e homodiidrovaltrato (DOSSAJI e
BECKER, 1981; BECKER et al., 1983; FOERSTER et al., 1984; HOLZL e
KOCH, 1985; BACH et al. 1993; TANG et al., 2002). Esses componentes séo
restritos a familia Valerianaceae e apresentam caracteristicas estruturais néo
encontradas em outros iridoides (HOBBS, 1989).

Figura 1. Estrutura geral de um iridoide carbociclico.

Estes compostos sdo altamente instaveis. Sob influéncia de calor, umidade e
acidez, decompfem-se rapidamente produzindo &cidos livres e nucleos
monoterpénicos. Desta instabilidade surgem os produtos de degradacéo,
principalmente baldrinais (HOUGHTON, 1988; HOBBS, 1989). Além disso, até



mesmo quando baldrinais ndo sdo formados, h4 a liberacdo gradual de acido
isovalérico (responsavel pelo odor caracteristico das espécies de Valeriana) do

nacleo iridéide dessas moleculas (BOS et al., 1996).

Dentre as espécies de do género Valeriana que ocorrem no Rio Grande do
Sul, V. glechomifolia é apontada como a que apresenta 0s teores mais elevados de
valepotriatos (2,05 %), sendo o caule o 6rgdo de maior acimulo (SILVA, 2001).
MAURMANN e colaboradores (2009) demonstraram que a administragcdo
intraperitonial aguda de uma fracdo enriquecida em valepotriatos do extrato de V.
glechomifolia apresenta propriedades sedativa e ansiolitica e, além disso, prejudica
a memoria de reconhecimento em camundongos, achado este que esta acordo com
HOUGHTON (1988) que demonstrou o efeito sedativo de uma mistura de
valepotriatos administrada por via oral em ratos. Além disso, ANDREATINI e
colaboradores (1994) demonstraram que o efeito ansiogénico desenvolvido pela
retirada de benzodiazepinicos € atenuado por uma mistura de valepotriatos em

ratos na dose de 12 mg/kg.

Valeriana glechomifolia foi estudada por SALLES (2010) em uma tese de
doutorado desenvolvida neste Programa de PoOs Graduagdo, apresentando
resultados promissores em relagdo a atividade do tipo antidepressiva do extrato
obtido por dioxido de carbono supercritico (SCCO,) e padronizado em
valepotriatos, sem alteracbes na atividade locomotora dos animais. BETTERO
(2011) demonstrou que os valepotriatos inibem a atividade da enzima Na'K*
ATPase de homogenatos de rins (na concentracdo de 20-24 uM) e hemisférios
cerebrais de ratos (na concentragdo de 13-44 uM). Dados da literatura demonstram
que a atividade da Na'K*ATPase cerebral pode estar envolvida na patogenia de
desordens mentais (NESHER et al., 2007). A inibicdo da enzima pela ouabaina
diminui a recaptacdo de noradrenalina (VATTA et al.,, 2004), dopamina e
serotonina (STEFFENS e FEUERSTEIN, 2004) e aumenta a liberacdo de
acetilcolina (BLASI et al, 1988). Da mesma forma, outros autores ja
demonstraram relacdo entre reducdo na atividade enzimatica e depressdo maior
(ZANATTA et al., 2001; VASCONCELLOS et al., 2005).



Assim, a investigacdo da acdo dos valepotriatos sobre modelos animais de
depressdo é uma nova perspectiva para o estudo da atividade farmacologica destas

moléculas, bem como seu potencial terapéutico.



2. OBJETIVOS




Os objetivos do presente estudo foram investigar a atividade antidepressiva
do extrato das partes aéreas e subterraneas de V. glechomifolia obtido por SCCO; e
enriquecido em valepotriatos, através do aprofundamento da avaliacdo do efeito
em modelos animais preditivos de acgdo antidepressiva e da acdo sobre a
neurotransmissdo monoaminérgica, bem como avaliar a influéncia do tempo e

condicOes de armazenamento no teor de valepotriatos desse extrato.



3. PARTE EXPERIMENTAL E RESULTADOS




A parte experimental e os resultados desta Dissertacdo estdo apresentados

nOS manuscritos encartados a seguir:

3.1 “The effect of storage time and conditions on the diene valepotriates
content of the extract of Valeriana glechomifolia obtained by supercritical
carbon dioxide” publicado no periddico Phytochemical Analysis — JCR 1,848
(DOI 10.1002/pca.13486).

3.2 “Antidepressant-like effect of Valeriana glechomifolia Meyer
(Valerianaceae) in mice”, publicado no periddico Progress in Neuro-
Psychopharmacology and Biological Psychiatry - JCR 2,877 (DOI
10.1016/j.pnpbp.2011.08.015).
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3.1 MANUSCRITO |

“The effect of storage time and conditions on the diene valepotriates content
of the extract of Valeriana glechomifolia obtained by supercritical carbon

dioxide”

Publicado no periodico Phytochemical Analysis — JCR 1,848 (DOI
10.1002/pca.1346).




Carta de aceite do manuscrito:

Preview

From: y.choi@chem.leidenuniv.nl
To: gilsane.von@ufrgs.br

CC:

Subject: PCA-11-0036.R1 - Decision

Body:
Dear Dr. von Poser

I am pleased to be able to inform you that the paper you submitted to Phytochemical Analysis (PCA), as
indicated above, has been recommended for acceptance by the referees in its original version.

Your manuscript will be edited according to PCA format and house-style, and transmitted to the publishers
(Wiley & Sons, Chichester, UK) for copy-editing and proofing. The proofs will be sent to you (as pdf files)
directly by the printers according to their work schedule.

Should any problems occur during the processing of your paper, | will contact you by e-mail - so please do
keep me updated of any change in your e-mail address.

Thank you for your support of Phytochemical Analysis: we look forward to receiving your next submission.

A signed copyright transfer agreement is needed for publication. If you have not already provided us with
one you can access the copyright transfer agreement at:
http://media.wiley.com/assets/1540/95/ctapsglobal. pdf

To enable the publisher to disseminate the author's work to the fullest extent, the author must sign a
Copyright Transfer Agreement, transferring the copyright of the article from the author to the publisher.

If you have not yet uploaded a CTA, please ensure that you have identified the form with the manuscript ID
number; scan your signed CTA and e-mail to pcaproofs@wiley.com stating the manuscript ID number in
the subject line of the e-mail.

Please note that this does not take away your rights to reuse your own article after publication, and that if
the copyright belongs to your employing institution, they should sign the form instead of you.

If you have already provided us with the signed form, you do not need to do anything at this stage. You will
be contacted by our typesetters/copyeditors shortly.

With best regards,

Dr. YOUNG HAE CHOI

[E-Mail reference DL-RW-11]

Date Sent:
08-Jun-2011
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As péaginas 13 a 31 desta dissertacdo referem-se ao artigo “The effect of
storage time and conditions on the diene valepotriates content of the extract of
Valeriana glechomifolia obtained by supercritical carbon dioxide”, publicado no
periodico Phytochemical Analysis (DOI 10.1002/pca.1346).

Neste trabalho, a concentracdo de valepotriatos diénicos de um extrato das
partes aéreas e subterraneas de V. glechomifolia obtido por didxido de carbono
supercritico armazenado (a -20 °C) em atmosfera de nitrogénio ou em metanol foi
monitorada por 8 meses. Foram observadas alteracfes na constituicdo quimica do
extrato que, possivelmente, sdo causadas pela liberagdo de &cido isovalérico do
nacleo iridoide dos valepotriatos. Em metanol, as alteragdes foram retardadas,
embora nessa condicdo ocorra a formacdo de produtos de degradacéo,

provavelmente baldrinais.
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3.2 MANUSCRITO I

“Antidepressant-like effect of Valeriana glechomifolia Meyer (Valerianaceae)

in mice”

Publicado no periodico Progress in Neuro-Psychopharmacology and Biological
Psychiatry - JCR 2,877 (DOI 10.1016/j.pnpbp.2011.08.015).




Carta de aceite do manuscrito:

Date: Aug 18, 2011

To: "stela maris kuze rates" stela.rates@ufrgs.br

From: "Progress in NP & BP" pnpbp@neurosciences.ulaval.ca
Subject: Your Submission

Ms. Ref. No.: PNP-D-11-00220R1
Title: Antidepressant-like effect of Valeriana glechomifolia Meyer (Valerianaceae) in mice.
Progress in Neuro-Psychopharmacology & Biological Psychiatry

Dear Dr. stela maris kuze rates,

I am pleased to confirm that your paper "Antidepressant-like effect of Valeriana glechomifolia Meyer
(Valerianaceae) in mice." has been accepted for publication in Progress in Neuro-Psychopharmacology &
Biological Psychiatry.

Thank you for submitting your work to this journal.

Please proceed to the following link to update your personal classifications and keywords, if necessary:

*hkkhkkhkikk

With kind regards,

Guy Drolet
Editor-in-Chief
Progress in Neuro-Psychopharmacology & Biological Psychiatry

FhAAIRAAAAAAAkAkAAkAkAkhkhkhkhkkhkikhhkhkhkkhrhkhkhkhhkhkhkhkkhhkhkhkkhkikhkhkkhkikhkkihhkkhkkiihkiikikx

For further assistance, please visit our customer support site at http://support.elsevier.com Here you can
search for solutions on a range of topics, find answers to frequently asked questions and learn more about
EES via interactive tutorials. You will also find our 24/7 support contact details should you need any further
assistance from one of our customer support representatives.
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As péginas 35 a 70 desta dissertagédo referem-se ao artigo ““Antidepressant-
like effect of Valeriana glechomifolia Meyer (Valerianaceae) in mice”, publicado
no periddico Progress in Neuro-Psychopharmacology and Biological Psychiatry
(DOI 10.1016/j.pnpbp.2011.08.015).

Neste trabalho, foi demonstrada a atividade do tipo antidepressiva de um
extrato das partes aéreas e subterraneas de V. glechomifolia Meyer obtido por
dioxido de carbono supercritico enriquecido em valepotriatos em modelos
preditivos de acdo antidepressiva: teste da natacdo forcada e teste da suspensdo
pela cauda em camundongos. Atraves de antagonismos farmacoldgicos observou-
se 0 envolvimento dos sistemas neurotransmissores noradrenérgico (receptor o2) e
dopaminérgico (receptores D1 e D2) no modo de acdo do extrato. A administragdo
combinada de doses sub-efetivas do extrato com imipramina, desipramina e
bupropiona foi capaz de reduzir significativamente o tempo de imobilidade dos
camundongos no teste da natacdo forcada. Esses resultados evidenciam o potencial
antidepressivo de V. glechomifolia e dos valepotriatos, que apresentam uma acéo

dual diferenciada quando comparados aos antidepressivos convencionais.
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4. DISCUSSAO GERAL




No presente estudo, foi demonstrado o efeito antidepressivo de um extrato
das partes aéreas e subterraneas de V. glechomifolia, obtido por SCCO, em dois
modelos roedores preditivos de acdo antidepressiva, confirmando resultados
preliminares obtidos por SALLES (2010). Além disso, foi observado que o extrato
apresenta um mecanismo de acdo mediado principalmente pelos sistemas
neurotransmissores dopaminérgico e noradrenérgico, 0 que representa uma agéo
dual diferenciada, quando comparada aos antidepressivos convencionais. Os
achados deste trabalho estdo em consonancia com o estudo realizado por SAH e
colaboradores (2011), os quais recentemente demonstraram que a atividade do tipo
antidepressiva de um extrato diclorometano de V. wallichii enriquecido em
valepotriatos é dependente principalmente das neurotransmissdes dopaminérgica e

noradrenérgica.

Esse mecanismo representa um alvo de estudo promissor para o tratamento
da depressdo, visto que pode significar uma alternativa para pacientes resistentes
ao tratamento com inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRSs). Dados
da literatura demonstram que uma pequena parte dos pacientes com transtornos
depressivos alcanca a remissdo através do tratamento com ISRSs (RUHE et al.,
2006) pelo fato de necessitarem de farmacos que apresentam um efeito
dopaminérgico mais pronunciado (DUNLOP e NEMEROFF, 2007). Além disso,
alguns autores sugerem que farmacos com agédo noradrenérgica sdo mais eficazes
no tratamento da depressé@o grave do que aqueles que atuam exclusivamente sobre
a neurotransmissao serotonérgica (BRUNELLO et al., 2002; DELL OSSO et al.,
2010). Atualmente, a bupropiona é o principal antidepressivo com agdo dual que
atua sobre os sistemas neurotransmissores noradrenérgico e dopaminérgico e tem
demonstrado resultados satisfatorios no tratamento de pacientes para os quais a
acdo exclusiva sobre o sistema serotonérgico ndo é suficiente (BAUMANN, 2007).
Além disso, antidepressivos com acdo dopaminérgica tém sido considerados uma
alternativa promissora para o tratamento de sintomas da depressdo em pacientes
acometidos pela doenca de Parkinson (MC DONALD et al., 2003; VEAZEY et

al., 2005). As vias dopaminérgicas sdo predominantemente afetadas nessa doenca
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(BRAAK e BRAAK, 2000) e existem evidéncias sugerindo que farmacos com
efeitos sobre a neurotransmissdo dopaminérgica sdo eficazes na melhora dos
sintomas motores e ndo-motores (como a depressdo) observados na doenca de
Parkinson (LEMKE et al., 2006).

A administragdo combinada de doses sub-efetivas do extrato de V.
glechomifolia com subdoses de imipramina, desipramina e bupropiona reduziram o
tempo de imobilidade de camundongos no TNF, o que n&o foi observado apos a
co-administracdo do extrato com fluoxetina. Esses resultados corroboram com a
hipotese de que a neurotransmissdo serotonérgica nédo esta diretamente envolvida
no modo de acdo do extrato. A farmacoterapia combinada tem sido frequentemente
utilizada em pacientes deprimidos que ndo atingem a remissdo dos sintomas com
tratamentos convencionais (LAM et al., 2002). Além disso, a combinacdo de
antidepressivos representa uma possibilidade de melhorar a farmacoterapia e
viabilizar a diminuicdo das doses dos antidepressivos prescritos e, em
consequéncia, dos efeitos adversos que sdo frequentemente relacionados para esses
farmacos (FAVA e RUSH, 2006). Dessa forma, o uso adjuvante de medicamentos
produzidos com espécies de Valeriana com antidepressivos convencionais é

também uma perspectiva a ser estudada.

Neste trabalho ficou evidente o envolvimento das monoaminas
noradrenalina e dopamina na acdo de V. glechomifolia, porém é preciso levar-se
em consideracdo que valepotriatos diénicos inibem in vitro a atividade da enzima
Na'K*ATPase (BETTERO et al., 2011). ZANATTA e colaboradores (2001)
demonstraram que um antidepressivo triciclico e ISRSs inibem a atividade da
enzima in vitro e tém diferentes efeitos sobre a mesma in vivo: o tratamento de
ratos por 14 dias (10 mg/kg, i.p.) com fluoxetina (ISRS) aumenta a atividade da
Na'K*ATPase, enquanto o tratamento com imipramina (antidepressivo triciclico),
reduz. Assim, a Na'K'ATPase pode representar um alvo molecular dos
valepotriatos in vivo e a acdo desses compostos sobre a enzima pode estar
relacionada também a atividade do tipo antidepressiva do extrato de V.

glechomifolia observada no presente estudo. Além disso, é possivel que a inibicéo
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da Na'K"ATPase seja importante para a toxicidade que é relacionada ao uso de
espécies de Valeriana e é frequentemente atribuida aos valepotriatos (LIN et al.,
2009; SALLES, 2010). Porém, a literatura é controversa, apresentando dados de
atividades farmacologicas, bem como de toxicidade para valepotriatos e para seus
produtos de degradacdo (BRAUN et al., 1986; HUDE et al., 1986; TUFIK et al.,
1994).

De fato, uma das dificuldades em relacdo a padronizacdo dos extratos de
espécies de Valeriana, e consequente manutencdo do efeito farmacologico, é a
degradacéo dos valepotriatos, visto que esses compostos sdo altamente instaveis. O
tipo de extracdo e as condi¢Oes de armazenamento influenciam diretamente na
constituicdo quimica desses extratos e na degradacdo dos mesmos (SALLES,
2010). A maceracédo realizada a temperatura ambiente por um longo periodo expde
0 material vegetal a possiveis processos de degradacéo pela exposicéo ao calor e a
oxidagdo, podendo levar a perda dos compostos de interesse (CARGNIN et al.,
2010). A extragdo por fluido supercritico (EFS) representa uma alternativa por
propiciar um menor tempo de contato do material vegetal com o solvente, em
temperaturas mais baixas. A seletividade e a reducdo da degradacdo de moléculas
termolabeis sdo algumas das principais vantagens da EFS em relacdo a outros
métodos de extracdo (TAYLOR et al., 1996).

Ja foi demonstrado que a EFS permite uma extracdo seletiva de
valepotriatos das raizes de V. wallichii (STAHL e SCHUETZ, 1980). Nesta
Dissertagédo, foi empregada com sucesso na extracdo de valepotriatos das partes
aereas e subterrneas de V. glechomifolia. A partir dos resultados obtidos, foi
possivel inferir que a EFS apresenta maior seletividade para a extragdo de
valepotriatos (com rendimento em valepotriatos de 7,73 g%) do que a maceragao
com cloroférmio (com rendimento em valepotriatos de 2,04 g%) realizada por
SILVA e colaboradores (2002).

Tendo em vista a instabilidade dos valepotriatos e a importancia das

atividades biologicas relatadas para esses compostos (MENNINI et al.1993;
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MAURMANN et al., 2009; SAH et al., 2011), no presente estudo foi realizado o
monitoramento mensal do conteudo de valepotriatos do extrato de V. glechomifolia
obtido por SCCO, armazenado seco (em atmosfera de nitrogénio) ou solubilizado
em metanol, a -20°C. Observou-se a conversdo de acevaltrato, 1-f-acevaltrato, 1-B-
aceacevaltrato em valtrato (valepotriato diénico com substituintes de menor
complexidade) pela liberagdo do substituinte isovaleril do ndcleo iriddide, no
extrato armazenado tanto em metanol quanto em atmosfera de nitrogénio (seco).
Porém, esta conversdo foi menos acelerada quando o extrato foi armazenado em
metanol, achado este que esta de acordo com BOS e colaboradores (1996). Por
outro lado, no extrato armazenado em metanol houve reducdo dos niveis de
isovaltrato e formacdo de produtos de degradacdo, provavelmente baldrinais, o que

néo foi observado para o extrato seco.

O extrato utilizado nos ensaios farmacoldgicos do presente estudo foi
armazenado seco a -20 °C e, portanto, ndo apresenta baldrinais em sua
constituicdo. A constituicdo quimica de extrato foi monitorada ao longo do estudo
farmacologico e, a despeito das alteracbes observadas (conversdo em valtrato)
durante o periodo de armazenamento (8 meses), ndo houve alteracdo no efeito do
tipo antidepressivo observado no TNF, o que leva a supor que o nucleo iridoide
carbociclico (Fig. 1) pode ser o grupamento farmacoforico. Esta hipotese merece

estudos mais aprofundados.
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6. CONCLUSOES




Valeriana glechomifolia é uma espécie com potencial antidepressivo, uma
vez que apresentou efeito antiimobilidade em diferentes modelos animais
preditivos de agdo antidepressiva em doses que ndo alteram a atividade locomotora
nem a coordenacdo motora dos camundongos. Esse efeito foi mediado pelos
sistemas neurotransmissores noradrenérgico e dopaminérgico, representando um
mecanismo de acdo diferenciado, a ser explorado. Os valepotriatos, constituintes
majoritarios do extrato estudado, podem representar um novo padrdo quimico de

moléculas com atividade antidepressiva.

O armazenamento do extrato de V. glechomifolia obtido por SCCO, em
metanol retarda a conversdo molecular de valepotriatos diénicos em valtrato,
embora nessa condi¢do ocorra a formagéo de produtos de degradagédo, o que néo é

observado quando o extrato é armazenado seco em atmosfera de nitrogénio.
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8. ANEXOS




Parecer da Comiss&o de Etica no Uso de Animais em Pesquisa da UFRGS:

$
bk Prox¢pesq

PRO-REITORIA DE PESQUISA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CARTA DE APROVAGAO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais em Pesquisa da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul analisou o projeto:

Titulo: Avaliagéo da atividade antidepressiva do extrato obtido por
diéxido de carbono supercritico de Valeriana glechomifolia
Meyer.

N° no Sistema Pesquisa: 19022

Pesquisador (es)

NOME PARTICIPACAO
STELA MARIS KUZE RATE PESQUISADOR RESPONSAVEL

O mesmo foi aprovado em seus aspectos éticos e metodolégicos de
acordo com as Diretrizes e Normas Nacionais e Internacionais,
especialmente a Lei 11.794 de 08 de novembro de 2008 que disciplina a
criacéo e utilizacdo de animais em atividades de ensino e pesquisa.

Porto Alegre, 19 de julho de 2010
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