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RESUMO

Valeriana glechomifolia Meyer, planta nativa do sul do Brasil produz
valepotriatos, os quais s&o relacionados com propriedades sedativas, ansioliticas,
fungicidas e antitumorais. Este trabalho tem por objetivo a avaliagéo in vitro da
atividade antiproliferativa de extratos padronizados, de plantas micropropagadas e
de cultura de raizes de Valeriana glechomifolia em linhagens tumorais humanas
U138-MG (glioblastoma), HT-29 (adenocarcinoma colorretal) e OVCAR (carcinoma
ovariano). Nos experimentos foram analisados extratos bruto e semi-purificado de
plantas micropropagadas e de culturas de raizes a fim de quantificar os valepotriatos
presentes nas amostras e, devido a limites de deteccao, apenas os extratos bruto e
cloroféormico semi-purificado de plantas micropropagadas foram utilizados para
avaliagao antiproliferativa. Os extratos apresentaram efeito antiproliferativo em todas
as linhagens tumorais, U138-MG, HT-29 e OVCAR, e doses utilizadas,
23,125 pg/mL, 46,25 ug/mL, 92,5 ug/mL, 185 pg/mL, 370 ug/mL e 1850 ug/mL. No
extrato bruto a maior reducdo na viabilidade celular foi observada na linhagem
U138-MG na dose 46,25 ug/mL. Ja no extrato cloroférmico semi-purificado a maior
redugdo da viabilidade celular foi observada na linhagem U138-MG na dose
92,5 ug/mL, havendo ainda resultados semelhantes em outras linhagens e
dosagens. As avaliagbes mostram que as diferentes linhagens apresentaram perfis
semelhantes na reducao da viabilidade celular apds tratamento com os extratos de

Valeriana glechomifolia.

Palavras-chave: Valeriana glechomifolia. Valeriana. Valepotriatos. Atividade
antiproliferativa. U138-MG. HT-29. OVCAR.
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1 INTRODUGAO

A utilizagado de plantas com objetivos medicinais é bastante difundida em todo
o mundo. Comumente, as plantas medicinais sdo consagradas pelo uso popular,
cujo uso correto vem sendo estabelecido pelos cientistas através de pesquisas.
Estas plantas ocorrem naturalmente em diversos paises, sendo algumas restritas a
determinadas regides do planeta (Farnsworth et al., 1985).

A Organizagao Mundial da Saude estimou em 1985, que aproximadamente
80% da populacdo mundial, na época mais de 4 bilhdes, utilizavam principalmente a
medicina popular para cuidados primarios a saude. Além disso, pode-se presumir,
com seguranga, que uma parte importante da terapia tradicional envolve o uso de
extratos de plantas ou de seus principios ativos (Farnsworth et al., 1985).
Atualmente esta proporgédo ndo se modificou, devido ao uso milenar de algumas
terapias. Em uma pesquisa realizada no interior do estado do Rio de Janeiro com
1320 pessoas, verificou-se que 63% destas utilizam plantas medicinais como a

principal forma de tratamento (Veiga Junior, 2008).

1.1 VALERIANA

Valeriana foi usada tanto na Grécia antiga quanto na China, como observado
por Dioscorides, Galeno, e nos primeiros textos da medicina oriental. A mesma foi
reconhecida por suas propriedades sedativa e ansiolitica no Formulario Nacional
Britanico até a década de 1940, e apds ter caido em desuso, tornou-se disponivel
como potente agente farmacolégico (Russo, 2001). Ha muitos estudos relacionados
a familia Valerianaceae e as propriedades farmacolégicas de seus compostos,
sendo Valeriana officinalis, nativa da Europa, a espécie mais estudada e comumente
utilizada na medicina popular por seus efeitos sedativo, ansiolitico e
anticonvulsivante (Malva et al., 2004).

As raizes das espécies de Valeriana compdem o farmacdgeno utilizado por
suas propriedades farmacoldgicas, desde que esta foi descrita pelos antigos povos.
Hoje, Valeriana officinalis ainda é referenciada nas Farmacopéias Alema, Suica,

Britanica, Francesa, Japonesa, Chinesa e Européia. Mais de 200 outras espécies de
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Valeriana sdo encontradas em todo mundo: Valeriana wallichii na india, Valeriana
edulis no México e Valeriana officinalis var. latifolia no Japao e na China, também
utilizadas na medicina popular (Gaou e Bjork, 2000). Na Farmacopéia Brasileira,
Valeriana officinalis é referenciada na primeira, segunda e quarta edicdo; estas
descrevem seu uso como extrato seco, extrato fluido, droga em po, tintura, raizes e
droga vegetal (Brandéo et al., 2006).

Valeriana esta presente na lista GRAS (Generally Recognized as Safe) da
FDA (Food and Drug Administration), na qual é considerada como uma planta de
uso seguro. As reacdes alérgicas e os efeitos colaterais graves, incluindo nauseas,
cefaléia, tontura e dor de estbmago sao raros, sendo estes relatados em menos de
10% dos pacientes nos ensaios clinicos. Além disso, ndo ha relatos de problemas
relacionados a Valeriana na pediatria ou na gestacao e lactagdo, embora existam
estudos clinicos sendo realizados para estabelecer a seguranga nestas areas
(Blumenthal, 1998; Hadley e Petry, 2003).

Ensaios clinicos randomizados e controlados por placebo mostraram que a
Valeriana pode melhorar a qualidade do sono, diminuindo o seu tempo de laténcia
sem produzir ressacas matinais (Leathewood et al., 1982; Lindahl e Lindwall, 1989;
Gyllehaal et al., 2000; Wheatley, 2005; Bent et al.,, 2006). Os estudos in vitro
mostram que a acgao sedativa da Valeriana € provocada por mecanismos que
envolvem a transmissdo GABAérgica (Leuschner et al., 1993; Santos et al.,
1994a,b; Cavadas et al., 1995).

Até o momento, os ensaios clinicos desenvolvidos com Valeriana forneceram
poucas informacdes sobre suas possiveis interagcbes medicamentosas. A literatura
afirma que ndo ha interacbes entre medicamentos fitoterapicos elaborados com
Valeriana e farmacos (Blumenthal et al., 2000; Schulz et al., 2001), apesar de que
alguns estudos indicam que doses excessivas dos extratos de Valeriana podem
reduzir a expresséo das isoformas CYP3A4, CYP2D6 e CYP2C19 (Budzinski et al.,
2000; Donovan et al., 2004; Lefebvre et al., 2004; Hellum et al., 2007) e, também, da
glicoproteina P (Lefebvre et al., 2004). Valeriana pode potencializar a depresséo do
SNC quando administrada com benzodiazepinicos e barbituricos. Além disso, deve-
se evitar o seu uso concomitante com medicamentos metabolizados pelas isoformas
CYP3A4, CYP2C9 e CYP2C19 (Alexandre et al., 2008), como alguns farmacos

antineoplasicos (Sparreboom et al., 2004).



Os constituintes quimicos potencialmente ativos de Valeriana spp. sao:
iridoides, compostos secundarios, em sua maioria valepotriatos (0,5% - 2,0%),
sendo os principais: valtrato, isovaltrato, diidrovaltrato, valerosidato e produtos de
degradacao (baldrinals); 6leos volateis essenciais (0,2 - 2,8%): bornil isovalerenato e
bornil acetato; acidos valerénico, valérico, isovalérico e acetoxivalerénico; valerenal,
valeranona, criptofaurinol; e outros monoterpenos e sesquiterpenos; alcaldides (0,01
- 0,05%): valeranina, chatinina, a-metil pirrilcetona, actinidina, esquiantina e
naftiridiimetilcetona; lignanas e flavondides (0,0013 - 0,013%): hidroxipinoresinol, 6-
metilapigenina e hesperidina (ESCOP, 1997). Os aminoacidos livres, como o acido
g-aminobutirico (GABA), tirosina, arginina e glutamina também estdo presentes
(Gruenwald, 2000; Hadley e Petry, 2003). O odor caracteristico da Valeriana é
devido a liberagdo de moléculas de acido isovalerénico pelos valepotriatos (Russo,
2001; Weiss e Fintelmann, 2000), podendo este representar um obstaculo no projeto
de desenvolvimento de medicamentos, devido a dificuldade de estabelecer um
placebo (Fugh-Berman e Cott, 1999).

Valeriana glechomifolia Meyer € uma planta nativa do Sul do Brasil (Sampaio
et al, 1993), pertencente a familia Valerianaceae que encontra-se ameagada de
extincdo (IBAMA, 1992). A espécie € composta por inumeras folhas e raizes
pequenas, do tipo estalonifera, e é encontrada em areas elevadas de solo,
principalmente em areas rochosas (Sobral, 1999).

Os valepotriatos encontrados na espécie estudada, Valeriana glechomifolia,
séo valtrato, DIA-valtrato, acevaltrato, 1-B-acevaltrato e diidrovaltrato (Salles et al.,
2000) (Figura 1).
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Figura 1. Valepotriatos encontrados em Valeriana glechomifolia: valtrato (A), DIA-

valtrato (B), acevaltrato (C), 1-B-acevaltrato (D) e diidrovaltrato (E).

Em Valeriana glechomifolia, estes compostos foram encontrados nas partes
aéreas e nos rizomas (Salles et al., 2000), sendo as partes aéreas mais ricas em
valepotriatos em comparagdo com as raizes (Silva et al., 2002). A importancia dos
valepotriatos para a area farmacéutica esta relacionada as suas propriedades
sedativas, ansioliticas, fungicidas e antitumorais (Fuzzati et al., 1996; Fugh-Bergman
e Cott, 1999; Dewick, 2000).

Valeriana glechomifolia in natura (Figura 2A) foi coletada e uma amostra
arquivada no herbario da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICN) por
Sobral (1999). Apds foi estabelecido um protocolo para propagagao clonal via
micropropagac¢ao (Figura 2B) com manutencdo da capacidade biossintética de
acumulo de valepotriatos (Salles et al., 2002). Estudos adicionais analisaram a

influéncia de reguladores de crescimento em plantulas micropropagadas, a
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sobrevivéncia das mesmas em condi¢des ex vitro apds a aclimatizagdo e o acumulo
de valepotriatos (Figura 2C-E) (Carvalho et al., 2004).

Figura 2. Valeriana glechomifolia in natura (A), micropropagada (B) e ex vitro (C, D e
E).

Além de estudos de micropropagacao foram estabelecidas e analisadas
culturas de células de Valeriana glechomifolia, indicando uma relagao positiva entre
crescimento e produgdo de valepotriatos em culturas de calos, de células em
suspensao e de raizes (Figura 3A) (Maurmann et al., 2006a). O cultivo de plantas
inteiras em meio nutritivo liquido mostrou um aumento na produgao de valepotriatos
quando comparado ao cultivo em meio semi-solido (Figura 3B) (Russowski et al.,
2006).

A B

Figura 3. Cultivo de raizes (A) e da planta inteira (B) de Valeriana glechomifolia em

meio liquido.
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A importancia da biotecnologia, como cultivo micropropagado in vitro, é
discutida com especial énfase na producédo comercial de metabdlitos secundarios de
interesse farmacéutico (Muhlbacha, 1998). Deste modo, pode-se estimular a
producdo do composto de interesse, encontrando meios que exercam, por exemplo,
algum estresse sobre a planta, fazendo com que esta produza mais metabdlitos
costumeiramente gerados em estresse. Além disso, a propagacgao in vitro auxilia no
cultivo em maior escala e, consequentemente, na preservacdo da espécie e no
sucesso do cultivo ex vitro. Esta etapa foi investigada em Valeriana glechomifolia
com adi¢ao de auxina acido indolacético, que mostrou-se eficaz no crescimento da
planta, bem como na produgao de valepotriatos, assegurando a viabilidade da rota
biossintética (Luz et al., 2003).

Atualmente, existem muitas técnicas biotecnoldgicas desenvolvidas para
ajudar os produtores a atender a demanda da industria farmacéutica. Estes
protocolos sao projetados para fornecer os melhores niveis de hidratos de carbono,
compostos organicos (vitaminas), nutrientes minerais, fatores ambientais (por
exemplo, luz, ambiente gasoso, temperatura e umidade) e reguladores de
crescimento necessarios para obter altas taxas de regeneragao de muitas espécies
de plantas in vitro e assim, facilitar a micropropagagdo comercialmente viavel. Além
disso, métodos de cultura de células também foram desenvolvidos para a producéo
de varios metabdlitos secundarios importantes (Rout et al., 2000).

A partir dessas novas tecnologias biotecnoldgicas pode-se aumentar a
producao de metabdlitos de interesse. Isto torna-se importante visto que a pesquisa
por novos farmacos € cada vez maior. Pesquisas vem sendo desenvolvidas para
area de novos agentes antineoplasicos. Ferraz e colaboradores (2005) pesquisaram
a atividade antitumoral de trés benzopiranos isolados de Hypericum polyanthemum
em linhagens celulares humanas, sendo uma delas adenocarnimona colorretal.
Estes benzopiranos apresentaram uma potente atividade inibitoria, podendo vir a ser
prototipo de um novo farmaco antitumoral. Além deste, existem diversos estudos
com diferentes plantas que avaliam a atividade antiproliferativa de extratos.

Além dos benzopiranos, existem estudos com outras substancias
biologicamente ativas, como iridoides. Com estes foram realizados estudos de
viabilidade em fibroblastos de pele humana (HSF) com diferentes concentracdes de

Lamii albi flos extraida com metanol, acetato de etila e heptano. Apds 24 horas de
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cultivo das células houve reducdo da viabilidade celular a partir da dose de
75 pyg/mL, sendo o extrato de acetato de etila na dose de 175 pg/mL o mais efetivo
na redugao das células viaveis, aproximadamente 86% (Paduch et al., 2007).

1.2 TUMORES: CARACTERISTICAS GERAIS E EPIDEMIOLOGIA

O céancer ainda € um grave problema clinico e tem um significativo impacto
social e econémico no sistema de saude humana. Apesar dos modernos avangos no
diagnéstico, prevencgao e terapia, a doenga ainda afeta milhdes de pessoas em todo
o mundo, reduzindo sua qualidade de vida e sendo uma das principais causas de
morte no mundo.

Dentre os tumores mais severos encontram-se os tumores do Sistema
nervoso central (SNC). Este € composto pelo encéfalo (hemisférios cerebrais,
cerebelo e tronco encefalico) e pela medula espinhal, porém comumente seus
tumores sao estudados como sendo neoplasias que acometem as estruturas do
neurocranio — basicamente o encéfalo, seus envoltérios e 0os nervos cranianos,
embora esses nervos sejam componentes do sistema nervoso periférico. Os
tumores mais frequentes do SNC sao as metastases e os gliomas, meningliomas e
neurinomas (Lopes et al., 2008).

ApOs a puberdade, apenas componentes gliais, quase exclusivamente a
linhagem astrocitaria, conseguem se renovar. Por isso, os tumores do SNC sé&o
muito frequentes na faixa etaria infantil, sendo gliomas os tumores primarios
predominantes. Assim, os tumores do SNC causam 22% das mortes por neoplasias
em individuos de ambos os sexos abaixo dos 15 anos de idade, tornando-se a
segunda causa de oObitos por neoplasias. Na faixa dos 15 aos 35 anos de idade a
taxa é de 11,5% entre homens e 8,5% entre mulheres, sendo, a segunda e a quarta
causa de o6bitos, respectivamente. Entre pessoas de 35 a 55 anos, a taxa é de 4,5%,
sendo a terceira causa de obitos (Lopes et al., 2008).

Gliolastomas, o mais maligno de todos tumores da linhagem astrocitaria,
consiste em uma diferenciagdo astrocitaria reduzida. Isto inclui fatores
histopatoldgicos, como atividade mitética, polimorfismo celular, trombose vascular,
proliferagdo microvascular e necrose, os Uultimos s&do importantes para um

diagnéstico futuro (Brandes et al., 2008). Este tumor corresponde a mais de 50% de
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todos os gliomas e a, aproximadamente, 12 a 15% de todos os tumores cerebrais
(Guimaraes e Rosa, 2008). Aproximadamente 60% dos pacientes com diagnéstico
de glioblastoma possuem idade entre 55 e 74 anos e a relagao de incidéncia entre
homens e mulheres é de 3:2 (Brandes et al., 2008).

O tratamento de escolha para glioblastoma é a cirurgia. A radioterapia, deve
ser iniciada apds 6 semanas da cirurgia, sendo esta obrigatéria para praticamente
todos pacientes com glioblastoma (Brandes et al., 2008). Em estudo randomizado
com 77 pacientes com diagnéstico de glioblastoma e com mais de 70 anos
observou-se um aumento da sobrevida com a radioterapia, sem reduzir a qualidade
de vida ou de cognicao (Keime-Guibert et al., 2007). A quimioterapia ndo é curativa
para tumores do SNC, mas pode controlar o crescimento tumoral, sendo, assim, o
principal adjuvante a cirurgia e a radioterapia, principalmente para gliomas (Lopes et
al., 2008). A adicédo de temozolomida a radioterapia, resultando em um beneficio a
sobrevida do paciente com minima toxicidade adicional, tornou-se o tratamento de
escolha para o glioblastoma recém-diagnosticado (Stupp et al., 2005).

O desenvolvimento de farmacos quimioterapicas como tratamento adjuvante
de tumores do SNC é dificultado por caracteristicas do proprio SNC. A barreira
hematoencefalica, a qual seleciona a entrada de substancias do SNC, pode estar
ausente ou menos competente no interior destes tumores. Os farmacos que melhor
atuam no SNC, por atravessarem a barreira hematoencefalica, sdo lipossoluveis,
nao ibnicas e de pequenas moléculas (Lopes et al., 2008).

Outro tipo de cancer bastante severo € o adenocarcinoma colorretal, este é
um tumor maligno do célon, reto ou ambos, que juntos, compdem o intestino grosso.
E um dos tumores mais frequentes do tubo digestivo, diferenciando-se dos tumores
de colon devido a particularidade de sua localizacdo anatébmica fixa, sua intima
relacdo com os 6rgaos pélvicos, sua drenagem linfatica e sua auséncia de serosa
(Guimaraes e Rosa, 2008). O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima que o
numero de novos casos de cancer colorretal para o Brasil em 2010 seja de,
aproximadamente, 28.110 casos (BRASIL, 2009a). Para o estado do Rio Grande do
Sul estima-se 1520 novos casos em homens e 1610 novos casos em mulheres
(BRASIL, 2009b).

O rastreamento de neoplasias colorretais permite a prevencao através da

detecgdo e remogao de pdlipos, o diagndstico precoce e, consequentemente, a
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reducdo da mortalidade. O inicio do rastreamento é recomendado tanto para
homens quanto para mulheres, apdés os 50 anos de idade. Para isso, alguns
exames sao recomendados como: pesquisa de sangue oculto nas fezes anual,
colonoscopia a cada 10 anos, sigmoidoscopia flexivel a cada 5 anos, sendo os dois
ultimos além de métodos de rastreamento, diagnésticos e terapéuticos (Guimaraes e
Rosa, 2008). Pacientes com adenocarcinoma estadio | possuem bom progndstico,
com 5 anos de sobrevida em 80% a 90% dos casos (Di Gregorio et al., 2005).

A maioria dos tumores colorretais, 95%, sao adenocarcinomas, tumores
malignos originados das células epiteliais ductais ou glandulares, com multiplos
graus de diferenciacdo, podendo ser classificados em bem diferenciado,
moderadamente diferenciado e pouco diferenciado (Guimaraes e Rosa, 2008).

Alguns fatores séo levados em conta no momento do diagndstico do paciente,
fatores de risco ambientais, como dieta rica em gordura animal, tabagismo,
sedentarismo e alcoolismo; e fatores de risco individuais e familiares, os quais
também s&o importantes, como idade superior a 50 anos, presenca de podlipos
intestinais, histéria de cancer e familiar, portadores de doencga inflamatéria no cdélon
(retocolite ulcerativa e doenga de Crohn) (Lopes et al., 2008).

O tratamento cirurgico ideal consiste na resseccdo do tumor e de todo o
mesorreto, que contém a rede linfatica, preservando a inervagao autondémica da
pelve (Ross et al., 2005; Weitz et al., 2005). Em pacientes com estagios clinicos
mais avangados recomenda-se tratamentos adjuvantes como radioterapia e/ou
quimioterapia. O tratamento medicamentoso consiste basicamente em protocolos
especificos contendo fluorouracil e acido folinico. Para pacientes com metastases,
além de tratamento cirurgico com ressecg¢ao do local da metastase, recomenda-se a
utilizacado de protocolos especificos para tratamento de cancer de cdlon, contendo
basicamente fluorouracil, acido folinico, oxaliplatina e/ou irinotecan, possibilitando,
assim uma sobrevida média que ultrapassa 20 meses (Guimaraes e Rosa, 2008).

Outro tipo de cancer que ocorre com maior frequéncia em pacientes acima de
50 anos € o carcinoma de ovario, este € o mais agressivo de todos os tumores
ginecoldgicos, pois é assintomatico em estadios iniciais. Assim, comumente, o tumor
€ diagnosticado apenas em estadios avangados, cerca de 67% dos casos.
Apresenta maior incidéncia em mulheres na pds-menopausa, acima dos 40 anos

com pico de incidéncia entre 75 e 79 anos de idade, mostrando que sua incidéncia

16



aumenta drasticamente com o envelhecimento (Guimardes e Rosa, 2008). A
sobrevida em 5 anos para estadio inicial € de 95%, para estadios mais avangados
pode chegar a apenas 17% (Lopes et al., 2008).

No Brasil, o numero de mortes por adenocarcinoma ovariano em 2007 foi de
2.583 casos e a estimativa de novos casos de para 2009 é de 3.837 (Brasil, 2009c).

O tratamento da maioria dos carcinomas ovarianos inicia-se com cirurgia. O
tratamento adjuvante é composto por medicamentos quimioterapicos seguindo
protocolos especificos, sendo os mais utilizados carboplatina, paclitaxel, docetaxel,
doxorrubicina lipossomal, gemcitabina e topotecan (Lopes et al., 2008). Em estudos,
em pacientes com diagnéstico de carcinoma ovariano estadio Ill, foram testadas
duas formas combinadas de tratamento, cirurgia com tratamento adjuvante de
quimioterapia e cirurgia tratamento adjuvante de radioterapia. Os resultados indicam
que ambos protocolos modalidade combinada sao factiveis e bem tolerados, mas o
o protocolo curativo para pacientes com carcinoma ovariano avangado é ainda
desconhecido (Rizel et al., 1985).
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2 OBJETIVO

Considerando os estudos de cultivo in vitro com a obtengdo de metabdlitos
secundarios de Valeriana glechomifolia, a possivel atividade citotoxica de
valepotriatos obtidos de Valeriana wallichii (Bounthanh et al., 1981) e os maus
prognoésticos de muitos tumores, este trabalho tem por objetivo a avaliag&o in vitro
da atividade antiproliferativa de extratos padronizados de plantas micropropagadas e
de cultura de raizes de Valeriana glechomifolia em linhagens tumorais humanas
U138-MG (glioblastoma), HT-29 (adenocarcinoma colorretal) e OVCAR-3 (carcinoma

ovariano).
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAL VEGETAL

No presente estudo foram utilizadas plantulas de Valeriana glechomifolia
micropropagadas em meio Murashige & Skoog (Murashige e Skoog, 1965)
modificado, chamado de MA, por apresentarem os maiores teores de valepotriatos
principalmente a partir do més 5 de cultivo (Maurmann et al., 2008). As plantulas
utilizadas foram cultivadas por 5 meses, e posteriormente liofilizadas. Apds, as
mesmas foram armazenadas em refrigeracéo a -4 °C até o momento da extracao.

As raizes de Valeriana glechomifolia utilizadas foram cultivadas em meio
liqguido Gamborg B5 (Gamborg et al., 1968) com adicdo de 1 mg/L de acido 2,4
diclorofendxiacético (2,4-D) e 0,2 mg/L de cinetina (Maurmann et al., 2006a). Estas
foram subculturadas mensalmente por 7 meses, quando entao foram liofilizadas e

mantidas em refrigeracéo a -4 °C até extragao.

3.2 EXTRAGAO DOS VALEPOTRIATOS

Plantulas liofilizadas foram trituradas e extraidas e dois extratos brutos obtidos apos
trés extragdes de, respectivamente, 10,03 g e 10,07 g de planta a 25 °C. Para as
extragdes foram utilizados, respectivamente, 150, 100 e 50 mL de cloroférmio com
20 minutos em ultrassom (Ultrasonic®, Sao Paulo, Brasil). Os extratos foram
fitrados em funil de vidro sinterizado G2 e, posteriormente, concentrados em
rotavapor a vacuo, segundo protocolo de Silva et al. (2002) adaptado. Um dos
extratos obtidos foi, entdo, reservado para analise como extrato bruto.

As culturas de raizes liofilizadas, diferentemente das plantas, ndo sofreram
trituragao, pois estas eram bastante cisalhaveis. Utilizando-se 5,74 g de raizes foram
realizadas trés extracdes a 25 °C utilizando, sequencialmente, 300, 200 e 150 mL de
cloroférmio com 20 minutos em ultrassom (Ultrasonic®, Sdo Paulo, Brasil). O extrato
obtido foi filtrado em funil de vidro sinterizado G2 e posteriormente concentrado em

rotavapor a vacuo.
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3.3 PURIFICACAO DOS EXTRATOS

Os extratos foram purificados em cromatografia de coluna com auxilio de
vacuo, realizada em coluna de vidro sinterizado G2, silica para coluna (Merck®),
quitassato e trompa de vacuo (Maurmann, 2006b).

Para purificacdo do extrato de plantas micropropagadas utilizado
aproximadamente 3 g de silica para coluna, na qual foi adicionado o extrato
metandlico. Apds evaporacdo do metanol, esta silica com o extrato foi colocada
sobre a coluna contendo silica e entdo, os solventes foram adicionados, em ordem
crescente de polaridade. Foram utilizados, sequencialmente, 100 mL de hexano,
50 mL de hexano:cloroférmio (25:25), 200 mL de cloroférmio, 50 mL de
cloroférmio:metanol (25:25) e por fim 100 mL de metanol. As fragcdes resultantes da
coluna foram separadas em 3 aliquotas, sendo a primeira composta pela fragao
predominantemente hexanica (hexano e hexano:cloroférmio), a segunda composta
pela fragdo cloroférmica (cloroférmio) e a terceira composta em sua maioria pela
fragdo metandlica (cloroférmio:metanol e metanol). A fragdo cloroféormica foi
separada, pois é onde os valepotriatos possivelmente ficam retidos.

Para o extrato das culturas de raizes procedeu-se da mesma forma, porém os
volumes de solventes utilizados foram diferenciados, devido a presencga da clorofila
nas plantas e a proximidade da polaridade desta com a dos valepotriatos. Para esta
cromatografia de coluna foram utilizados, sequencialmente, 100 mL de hexano,
100 mL de hexano:cloroférmio (50:50), 150 mL de cloroférmio, 100 mL de
cloroférmio:metanol (50:50) e 50 mL de metanol. As fragbes resultantes foram

separadas em 3 aliquotas, da mesma forma que os extratos das culturas de raizes.
3.4 ANALISE EM CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

Os extratos concentrados foram ressuspensos em metanol, para obter
aproximadamente a concentragcdo de 1 mg/ml. Apds filtracdo em membrana
(0,22 pm, Merck®), 20 pL das solugdes foram submetidos a andlise em CLAE,
aparelho HPLC Waters com bomba Waters 600 detector Waters 2487 UV, com
injecdo de 20 uL. A coluna utilizada como fase estacionaria foi Waters Nova-Pack

C18 e pré-coluna Waters Nova-Pack C18, 60 A; e a fase movel isocratica utilizada
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foi composta por acetonitrila:agua, 50:50 (v/v), com fluxo de 1 mL/min (Silva et al.,
2002).

3.5 FLUXOGRAMA DE PREPARO DOS EXTRATOS

Fluxograma 1. Preparo do extrato de cultura de raizes de Valeriana glechomifolia

5,749 de culturas de raizes de
Valeriana glechomifolia

-
Extragcao com cloroférmio
3 x < Ultrassom
Filtracado em funil de vidro sinterizado
N

Concentragao em rotavapor

0,58 g extrato bruto

Purificagdo em cromatografia de coluna

Fracao Hexéanica Fragao Cloroférmica Fracao Metandlica
Hexano Cloroférmio Cloroférmio:Metanol (1:1)
Hexano:Cloroférmio (1:1) Metanol

30 mg extrato

Analise em CCD 45 mg extrato

Andlise em CLAE
Auséncia de valepotriatos Analise em CLAE

Fracao excluida do trabalho
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Fluxograma 2. Preparo do extrato de plantas micropropagadas de Valeriana

glechomifolia

10,07g de plantas micropropagadas
de Valeriana glechomifolia

10,03 g de plantas micropropagadas
de Valeriana glechomifolia

-
Extragdo com cloroférmio
3 x < Ultrassom
Filtragdo em funil de vidro sinterizado
N
Concentragao em rotavapor

3,21 g extrato bruto

3,15 g extrato bruto

Purificacdo em cromatografia de coluna

Hexano Cloroférmio

Fracao Hexanica Fracao Cloroférmica Fragao Metandlica

Cloroférmio:Metanol (1:1)

Hexano:Cloroférmio (1:1)

Metanol

Concentragao em rotavapor

Concentragao em rotavapor

Concentragdo em rotavapor

315,5 mg extrato

Analise em CCD

121,1 mg extrato

Analise em CLAE

Auséncia de valepotriatos

Fracao excluida do trabalho

Analise em CLAE
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3.6 CONDIGCOES DE CULTIVO DAS LINHAGENS CELULARES HUMANAS

As avaliagdes dos efeitos do extrato bruto e da fracdo semi-purificada de
valepotriatos na viabilidade de células tumorais foram realizadas utilizando culturas
de linhagens celulares de glioblastoma (U138-MG), adenocarcinoma colorretal (HT-
29) e carcinoma ovariano (OVCAR) humanos. Foram utilizadas células obtidas do
American Type Culture Collection (Rockville, Marylan, EUA). As células HT-29 e
OVCAR foram cultivadas em meio RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e as células U138-MG, em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium, Gibco, Grand Island, New York, EUA) com alta concentracdo de glicose,
contendo 15% (v/v) de SFB, 2% de glutamina e, ambos contendo 0,1% de
fungizona, 0,125% de gentamicina e 1% de ampicilina (Farias et al., 2008; Schmitd
et al., 2009; Abujamra et al., 2009). As culturas foram mantidas em frascos estéreis
de 25 cm? com o meio de cultura adequado para cada linhagem, em incubadora com
atmosfera de 5% de gas carbdbnico, a temperatura de 37 °C, com umidade relativa
minima de 95%.

Apos contagem das células, as mesmas foram semeadas na concentragao de
4x10° células/pogo para as linhagens U138-MG e OVCAR, e na concentragdo de
7x10° células/pogo para linhagem HT-29 em microplaca de 96 pogos, sendo
utilizados 32 pogos para cada linhagem celular. Estas foram mantidas a temperatura
de 37 °C com umidade relativa minima de 95% e atmosférica de 5% de CO; no ar

por 24 horas, para posterior tratamento com extratos de Valeriana glechomifolia.

3.7 TRATAMENTO

Para obtencdo das concentragdes de valepotriatos utilizadas nos tratamentos
foram pesados 37,0 mg do extrato cloroformico semi-purificado de plantas
micropropagadas e 305,5 mg do extrato bruto. Esta diferenga entre as pesagens se
da pois a concentracdo de valepotriatos no extrato semi-purificado € cerca de oito
vezes maior que a concentragao no extrato bruto.

Para preparacdo dos tratamentos, os extratos de Valeriana glechomifolia
escolhidos, extrato bruto e extrato cloroférmico semi-purificado de plantas

micropropagadas, foram dissolvidos em etanol PA, com posterior diluicdo para
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obtencdo das doses: 23,125 upg/mL, 46,25 pg/mL, 92,5 pg/mL, 185 pg/mL,
370 pg/mL e 1850 ug/mL de valepotriatos quantificados no extrato semi-purificado
ou 0 seu equivalente contido no extrato bruto, resultando em 5% de etanol por pogo.
Além destas doses foram utilizados dois controles, um contendo solugao etandlica
5% e outro contendo apenas o meio de cultivo especifico da linhagem celular,
chamado de controle positivo, uma vez que ainda ndo havia sido testada a
viabilidade das células com 5% de etanol.

Apos 24 horas de cultivo das linhagens celulares tumorais humanas, o meio
de cultura foi descartado e adicionou-se 100 uL de cada tratamento, contendo meio
de cultivo especifico de cada linhagem celular, em cada pogo. As células
permaneceram, entdo, sob condigdes de cultivo por 24 horas e apds determinada a

viabilidade celular.

3.8 MTT E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-PROLIFERATIVA

Ap6s os tratamentos, as células foram avaliadas pelo método do MTT
[brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltertrazolim], conforme descrito por
Mosmann (1983). Apos o periodo de tratamento, foi adicionado ao meio das células
11 pyL de uma solugdo com MTT (Sigma Aldrich, Brasil; 5 mg/ml). Apés 4 horas a
37°C, o MTT foi descartado e realizou-se a leitura em espectrofotometro (Spectra
MAX 190) utilizando-se 50 pL de dimetilsulféxido (DMSO) como solvente, no
comprimento de onda de 492 nm (Farias et al., 2008; Schmitd et al., 2009; Abujamra
et al., 2009).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo expressos como média + erro padrdao da média (EPM) da
porcentagem da viabilidade celular. Diferengas entre os valores de média foram
avaliados por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste post hoc
de LSD quando necessario. Em todas as comparacgodes, P<0,05 indicaram diferencas
estatisticas significativas. As analises estatisticas foram realizadas pelo programa
SPSS 16.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas micropropagadas apds extragdo cloroférmica apresentaram
rendimento de 31,88% para o extrato posteriormente purificado e 31,40% para o
extrato bruto, e as culturas de raizes apresentaram rendimento de 10,02%. Apds a
semi-purificagdo o extrato de plantas micropropagadas teve um rendimento de
9,83% (extrato cloroférmico) e 3,77% (extrato metandlico); o extrato das culturas de
raizes teve um rendimento de 5,17% (extrato cloroférmico) e 7,76% (extrato
metandlico). Os extratos de plantas micropropagadas, obtido por sonicacao, e das
culturas de raizes apds cromatografia em coluna foram separados em 3 aliquotas,
de acordo com a fase médvel, sendo obtidas as fracbes hexanica (hexano e
hexano:cloroférmio), cloroférmica e metandlica (cloroférmio:metanol e metanol), as
quais foram, posteriormente, concentradas em rotavapor a vacuo. A fragdo hexanica
dos extratos foi ressuspensa e analisada em cromatografia em camada delgada
(CCD) (placas contendo camada de 0,5 mm de silica gel GF2s4) tendo como eluente
cloroférmio:metanol (50:5) (Salles et al., 2000; Silva et al., 2002), com posterior
visualizagdo em luz UV em comprimento de onda de 254nm, para observagao da
existéncia ou auséncia de valepotriatos. Esta fracdo foi escolhida para analise em
CDD, pois os valepotriatos sdo compostos que possuem caracteristicas menos
polares, sendo extraidos por cloroférmio. A placa analisada com as duas amostras
nao mostrou a presenca de valepotriatos, sendo, assim, as fracdes hexanicas dos
extratos de plantas micropropagadas e das culturas de raizes excluidas do trabalho.

As fragdes cloroférmicas e metandlicas de ambos extratos foram pesadas,
obtendo-se para os extratos semi-purificados das culturas de raizes 30 mg de
extrato cloroférmico e 45 mg de extrato metandlico. Os extratos semi-purificados das
plantas micropropagadas apresentaram 315,5 mg de extrato cloroférmico e 121,1
mg de extrato metandlico. Estas amostras foram, entdo, submetidas a analise em
CLAE, juntamente com o extrato bruto, n&o purificado.

Sabendo-se que o limite de deteccdo para os valepotriatos acevaltrato,
valtrato e diidrovaltrato € de 3,9 ug/mL; e para 1-B-acevaltrato e DIA-valtrato é de
7,2 uyg/mL (Silva et al., 2002), podemos excluir do trabalho as seguintes amostras:

extrato metandlico de plantas micropropagadas e extratos cloroférmico e metandlico
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de culturas de raizes. Para os extratos que obtiveram concentracbes de
valepotriatos superiores ao limite de detecc¢ao foi determinada a concentragdo média
de valepotriatos.

Os extratos bruto e cloroférmico semi-purificado de plantas micropropagadas
foram, entdo, avaliados quanto a atividade antiproliferativa. Os resultados expostos
(Graficos 1-6) mostram atividade de ambos extratos sobre as linhagens celulares
humanas escolhidas, U138-MG, HT-29 e OVCAR. As avaliagdes mostram que as
diferentes linhagens apresentaram perfis semelhantes estatisticamente significativos
na reducido da viabilidade celular apds tratamento com os extratos de Valeriana
glechomifolia.

Na linhagem celular U138-MG, o extrato bruto apresentou atividade
antiproliferativa em cinco das seis doses administradas (Grafico 1). A dose de
46,25 ug/mL apresentou, apos 24 horas de tratamento, 58% de células viaveis. No
extrato cloroférmico semi-purificado de plantas micropropagadas todas doses
administradas apresentaram atividade antiproliferativa (Grafico 2). As doses
23,125 ug/mL, 46,25 pug/mL, 92,5 ug/mL, 185 pg/mL e 370 ug/mL apresentaram
viabilidade celular de 51%, 48%, 40%, 44% e 50%, respectivamente.

23,1

46,3 92,5 185,0 370,0 1850,0
Tratamento (pg/ml)
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Grafico 1. Atividade antiproliferativa do extrato bruto de Valeriana glechomifolia na
linhagem celular U138-MG ap6s 24 horas de tratamento (** P<0,01 e *** P<0,001
indicam diferencas estatisticas significativas de reducdo da viabilidade em
comparagao ao controle e ## pP<0,001 indica diferenca estatistica significativa de

aumento da viabilidade em comparagdo com o controle).
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Grafico 2. Atividade antiproliferativa do extrato cloroférmico semi-purificado de
plantas micropropagadas de Valeriana glechomifolia na linhagem celular U138-MG
apos 24 horas de tratamento. (* P<0,05 e *** P<0,001 indicam diferengas estatisticas

significativas de reducao da viabilidade em comparacéo ao controle).

Na linhagem celular HT-29 quatro das seis doses do extrato bruto mostraram-
se efetivas, com diferenga estatistica significativa, na redugao da viabilidade celular,
sendo a dose 23,125 ug/mL a mais efetiva, apresentando 67% das células viaveis
(Grafico 3). O extrato cloroférmico semi-purificado apresentou atividade
antiproliferativa em cinco das seis doses avaliadas (Grafico 4), sendo as doses
23,125 pg/mL, 46,25 pg/mL, 92,5 ug/mL, 185 yg/mL e 370 pg/mL as mais efetivas

apresentando 62%, 54%, 59%, 63% e 67% de células viaveis, respectivamente.
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Grafico 3. Atividade antiproliferativa do extrato bruto de Valeriana glechomifolia na
linhagem celular HT-29 apds 24 horas de tratamento (** P<0,01; *** P<0,001 indicam
diferengas estatisticas significativas de redugcédo da viabilidade em comparagéo ao
controle; # P<0,01 e ™ P<0,001 indicam diferencas estatisticas significativas de
aumento da viabilidade em comparagéo com o controle).
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Grafico 4. Atividade antiproliferativa do extrato cloroférmico semi-purificado de
plantas micropropagadas de Valeriana glechomifolia na linhagem celular HT-29 apés
24 horas de tratamento (~ P<0,001 indica reducdo da viabilidade e * P<0,05 indica
diferenga estatistica significativa de aumento da viabilidade, em comparagdo ao
controle).

Na linhagem OVCAR, o extrato bruto apresentou reducdo da viabilidade
celular nas seis doses avaliadas (Grafico 5). As doses 23,125 ug/mL, 46,25 pg/mL,
92,5 ug/mL, 185 ug/mL, 370 pg/mL e 1850 pg/mL apresentaram 62%, 62%, 61%,
68%, 74% e 84% de células viaveis, respectivamente. O extrato cloroférmico semi-
purificado apresentou atividade antiproliferativa em quatro das seis doses avaliadas
(Gréfico 6), sendo as doses 46,25 pg/mL, 92,5 ug/mL, 185 yg/mL e 370 pg/mL as
mais efetivas apresentando 56%, 72%, 61% e 65% de células viaveis,

respectivamente.
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Grafico 5. Atividade antiproliferativa do extrato bruto de Valeriana glechomifolia na
linhagem celular OVCAR apéds 24 horas de tratamento (** P<0,01 e *** P<0,001
indicam reducgao da viabilidade celular em comparagdo com o controle).
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Grafico 6. Atividade antiproliferativa do extrato cloroférmico semi-purificado de
plantas micropropagadas de Valeriana glechomifolia na linhagem celular OVCAR
ap6s 24 horas de tratamento (** P<0,01 e ** P<0,001 indicam reducdo da
viabilidade e ** P<0,001 indica diferenca estatistica significativa de aumento da

viabilidade, em comparagao com o controle).

Os extratos brutos e o semi-purificado apresentaram um perfil de viabilidade

celular semelhante nas diferentes linhagens tumorais celulares estudadas, indicando
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que sao os valepotriatos os principais compostos do extrato bruto responsaveis pelo
efeito encontrado, e ndo os demais compostos presentes no extrato bruto.

No presente estudo, o extrato cloroférmico semi-purificado de plantas
micropropagadas de Valeriana glechomifolia e o equivalente de valepotriatos contido
no extrato bruto apresentaram atividade antiproliferativa em trés linhagens de células
tumorais distintas estudadas, apdés 24h de tratamento. Assim, na continuidade do
trabalho, os valepotriatos poderao ser isolados para inferir-se qual o metabdlito mais
ativo sobre as linhagens celulares tumorais humanas testadas e iniciar o estudo de
mecanismo de acao. Resultados semelhantes foram encontrados em Valeriana
wallichii, outra espécie do género, utilizando-se doses de 33 ug/mL, no qual os
valepotriatos apresentaram-se como agentes antitumorais e citotéxicos em linhagem
celular de hepatoma de ratos (HTC) (Bounthanh et al., 1981).

Em estudos da avaliagdo da atividade antiproliferativa na linhagem celular HT-
29 com extratos aquosos de Rubus coreanun, Kim e colaboradores (2005)
observaram uma reducio da viabilidade celular de 51,8 + 0,9% apo6s 48 horas de
tratamento com dose de 400ug/ml, porém no extrato etandlico esta reducgéao foi de
apenas 14,8 + 1,2% com a mesma dose, demonstrando a influéncia do solvente de
extracdo na composigao dos extratos e consequentemente na viabilidade celular. No
presente trabalho, a composicao diferente dos extratos testados provavelmente nao
interferiu na citotoxicidade, indicando serem os valepotriatos os responsaveis pelos

efeitos antiproliferativos.
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5 CONCLUSAO

Podemos concluir que ambos o0s extratos demonstraram efeito
antiproliferativo sobre as linhagens celulares humanas U138-MG, HT-29 e OVCAR,
tendo as diferentes linhagens celulares perfis semelhantes de viabilidade celular em
quase todas as doses utilizadas no presente estudo.

Analisando as linhagens e as dosagens utilizadas, observa-se uma relagao de
dosagem entre os tipos de extratos, as células tratadas com extrato bruto sofreram
maior reducao da viabilidade celular na dose de 46,25 ug/mL para U138-MG e
23,125 pg/mL para as linhagens HT-29 e OVCAR. Porém, as células tratadas com o
extrato cloroférmico semi-purificado apresentaram maior reducao da viabilidade
celular na dosagem 46,25 pg/mL, em todas as linhagens avaliadas.

Os resultados aqui apresentados poderao nortear outras investigagdes como
avaliacdo antiproliferativa em outras linhagens tumorais, outras doses, e com
controle negativo, para comparagao da eficacia com farmacos ja existentes. Além
disso, o isolamento dos valepotriatos a fim de identificar qual valepotriato € o
principal responsavel pela atividade antiproliferativa, bem como realizagdo de
western blot para estudo do mecanismo de agao dos valepotriatos na reducao da

viabilidade celular.
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