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“O leite materno é uma formula encantada
desafiando todas as ciéncias”

(Luis Alberto Mussa Tavares)



RESUMO

O leite materno é um alimento completo e adequado para a grande maioria dos recém-
nascidos, apresentando diversos beneficios tanto para a mée quanto para o bebé. No entanto,
algumas mulheres apresentam hipogalactia causada por situacdes como parto prematuro, re-
lactacdo, disfuncdes metabdlicas e problemas psicoldgicos relacionados ao estresse. Nesse
contexto, alimentos, medicamentos e plantas medicinais com propriedades galactagogas sdo
utilizados para aumentar a producdo de leite. Valeriana (Valeriana officinalis L.) é uma
planta medicinal conhecida por suas propriedades sedativas, sendo por isso comumente
utilizada por lactantes como alternativa para tratar estados de ansiedade, comuns durante a
amamentacdo. O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade galactagoga do extrato
etandlico de V. officinalis (EEVO) e do extrato etandlico da sua fracdo diclorometano
(EEFD), em modelo experimental animal. Ratas Wistar lactantes foram tratadas durante 17
dias, por meio de inje¢do intraperitoneal com 0,2 ml de &gua destilada, grupo 1, EEVO nas
doses 12,5; 25, 50; 100 e 200 mg/Kg ao dia, grupos 2, 3, 4, 5 e 6, respectivamente e EEFD
nas doses 25 e 50 mg/kg, grupos 7 e 8, respectivamente. Ganho de peso diario e total da
ninhada, estimativa de producéo de leite, composicao bioquimica do leite, analise histologica
das glandulas mamaérias (inguinal, toracica e abdominal) e concentracdo de prolactina e
ocitocina sérica, hipofisaria e na glandula mamaria foram avaliadas. O grupo tratado com
EEVO na dose de 50 mg/Kg obteve os melhores resultados para ganho de peso diario (17
%) e total dos filhotes (12 %) (p > 0,05). Ainda, apresentou aumento da concentracdo de
proteinas (30,57 %) e triglicerideos totais (27,9%) do leite (p > 0,05), bem como maiores
concentragdes de prolactina sérica e na glandula mamaria (p > 0,05). Nao foram observadas
diferengas nos niveis de ocitocina (p > 0,05). Ainda, foi observado uma diminuicdo de
células epiteliais alveolares em fase de involugdo (37,8 %) (p > 0,05). Portanto, através
desses parametros, a Valeriana demonstrou um grande potencial para ser utilizado como
substancia galactagoga. Porém, mais estudos, avaliando os efeitos da Valeriana sobre a
producdo de leite, devem ser feitos para justificar seu uso seguro por lactantes e para
posterior desenvolvimento de um fitoterapico lactogénico.

Palavras-chave: Leite materno, ratas Wistar, lactacdo, Valeriana, hipogalactia.



ABSTRACT

Breast milk is a complete and suitable food for the vast majority of newborns, presenting
several benefits for both mother and baby. However, some women have hypogalactia caused
by situations such as premature birth, re-lactation, metabolic disorders and psychological
problems related to stress. In this context, foods, medicines and medicinal plants with
galactagogue properties are used to increase milk production. Valeriana (Valeriana
officinalis L.) is a medicinal plant known for its sedative properties, which is why it is
commonly used by lactating women as an alternative to treat anxiety states, common during
breastfeeding. The objective of the present study was to evaluate the galactagogue activity
of the ethanolic extract of V. officinalis (EEVO) and the ethanolic extract of its
dichloromethane fraction (FD), in an experimental animal model. During 17 days, lactating
Wistar rats were treated during by means of intraperitoneal injection with 0.2 ml of distilled
water, group 1, EEVO in doses 12.5; 25, 50; 100 and 200 mg/kg per day, groups 2, 3, 4.5
and 6, respectively and FD at doses 25 and 50 mg/kg, groups 7 and 8, respectively. Daily
and total weight gain of the litter, estimate of milk production, biochemical composition of
the milk, histological analysis of the mammary glands (inguinal, thoracic and abdominal)
and serum, pituitary and prolactin concentration in the mammary gland were evaluated. The
group treated with EEVO at a dose of 50 mg/kg obtained the best results for daily weight
gain (17 %) and total pups (12%) (p > 0.05). It also showed an increase in the concentration
of proteins (30.57 %) and total triglycerides (27.9%) in milk (p > 0.05), as well as higher
concentrations of serum prolactin and in the mammary gland (p > 0.05). There were no
differences in oxytocin levels (p > 0.05). In addition, a decrease in alveolar epithelial cells
in the involution phase was observed (37.8%) (p > 0.05). Therefore, through these
parameters, Valerian has demonstrated a great potential to be used as a galactagogue
substance. However, further studies, evaluating the effects of valerian on milk production,
should be done to justify its safe use by lactating women and for the further development of
a lactogenic herbal medicine.

Keywords: Breast milk, Wistar mouse, lactation, Valeriana, hypogalactia.
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1 INTRODUCAO

O aleitamento materno fornecido exclusivamente até os seis meses de idade e
continuado por até dois anos ou mais, juntamente com a inser¢do gradual da alimentagéo
complementar, € uma das praticas mais eficazes para promover a salde e o bem-estar da
crianca. Esse tipo de nutricao oferece diversos beneficios de curto e longo prazo tanto para
0 bebé, quanto para a lactante (DEL CIAMPO, 2018; UNICEF, 2018), sendo por isso uma
intervengdo econdmica e eficaz para combater a mortalidade infantil e diversas doencas
(ROLLINS et al., 2016).

Como barreira aos beneficios da amamentacéo, a taxa mundial de desmame precoce
é alta, sendo que apenas 37% das criangas menores de 6 meses de idade sdo alimentadas
exclusivamente com leite materno (VICTORA et al., 2016). Esse dado demonstra haver
ainda um longo percurso para se atingir a meta estabelecida pela OMS (2014) de alcangar,
até 2025, a prevaléncia de pelo menos 50% de aleitamento materno exclusivo no primeiro
semestre de vida de criangas de todo o mundo.

A hipogalactia, baixa producéo de leite materno, é frequentemente citada por mées
lactantes como principal razdo para o desmame precoce, em diversas populacdes
(BAZZANO et al., 2017). As razdes para essa producdo insuficiente vdo desde situacdes
emocionais de ansiedade e estresse, parto prematuro e separacdo mae-bebé (ASZTALOS,
2018), até disfungdes enddcrinas como hipotiroidismo, obesidade, diabetes e sindrome do
ovario policistico (WAGNER et al., 2018).

Nesse contexto, galactagogos sdo plantas medicinais, medicamentos ou alimentos
utilizados para facilitar a iniciacdo, manutencdo ou aumento da producéo de leite, tanto em
mulheres, quanto em animais leiteiros (BRODRIBB, 2018; MOHANTY et al., 2014). A
maior parte dessas substancias agem sobre o complexo hormonal que regula a lactacdo,
principalmente sobre a prolactina e a ocitocina de forma a regular a producéo de leite
(GRZESKOWIAK; WLODEK; GEDDES, 2019).

Feno-grego (Trigonella foenicum-graecum), cardo santo (Cnicus benedictus), funcho
(Foeniculum vulgare), arruda de cabra (Galega officinalis), sdo exemplos de ervas utilizadas
empiricamente como galactagogas que demonstraram resultados favorveis a lactacéo,
também do ponto de vista cientifico (SIM et al., 2015). Apesar disso, mais ensaios clinicos

de qualidade devem continuar sendo realizados para verificar a eficacia e a seguranca do uso
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tradicional dessas plantas, bem como para descobrir novas alternativas de apoio a lactacdo
(BAZZANO et al., 2017).

Valeriana (Valeriana officinalis L.) é uma planta pertencente a familia Valerianaceae,
comumente cultivada na Europa devido a seus efeitos sedativos e calmantes (SEIDLER-
LOZYKOWSKA; MIELCAREK; BARANIAK, 2009). Esse efeito sedativo é considerado
leve e por isso essa planta é utilizada por lactantes para tratar distdrbios do sono, comuns
durante a amamentacao, substituindo farmacos como os benzodiazepinicos (ALLAIRE;
MOOS; WELLS, 2000; CHRISTIAN et al., 2019; JACOBSON, 2004).

O stress é fator inibitorio da liberacdo de ocitocina pela neurohipéfise, o que causa
diminuigéo na producéo de leite (COX et al., 2015a; WINTER; JUREK, 2019). Dessa forma,
a valeriana pode evitar a desregulacdo da fisiologia da lactacdo através de seu efeito sedativo.
Apesar de ser comumente utilizada por mulheres lactantes, ndo existem estudos avaliando
sua atividade galactagoga. Ainda, estudos que avaliam os potenciais efeitos toxicoldgicos da
sua administracdo durante a lactacdo ainda sdo escassos, ndo havendo dados consistentes
sobre seu uso seguro durante esse periodo. (CARVALHO, 2018; CHAVES; LAMOUNIER;
CESAR, 2007; NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE (US), 2006).

Diante deste contexto, a atividade galactagoga do extrato etanolico de V. officinalis
(EEVO) e da sua fracdo diclorometano (FD) foi avaliada quanto aos possiveis efeitos
favoréveis a lactagdo decorrentes de sua conhecida atividade sedativa, bem como possiveis
compostos bioativos que possam favorecer a lactacdo agindo de forma direta sobre o eixo

hipotalamo-hipofisario, em modelo experimental animal.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 IMPORTANCIA DO ALEITAMENTO MATERNO

O leite materno é um alimento completo e adequado para alimentar os recém
nascidos, sendo seu uso recomendado de forma exclusiva até os 6 meses de idade e, até os
dois anos juntamente com a insercao gradual da alimentacdo complementar (UNICEF,
2018). A amamentagdo proporciona amplos beneficios tanto para o bebé quanto para a mée,
a pequeno e a longo prazo, sendo uma intervencdo econdmica e eficaz para combater a
mortalidade infantil e diversas doencas (ROLLINS et al., 2016).

A riqueza nutricional do leite materno advém principalmente das proteinas, lipideos
e carboidratos, componentes necessarios para o crescimento estrutural, reparacéo tecidual e
suporte calorico da crianca (ANDREAS; KAMPMANN; MEHRING LE-DOARE, 2015).
Além de fornecer todos 0s componentes necessarios para a nutricdo do lactente, o leite
materno também o protege contra doencas infecciosas durante os primeiros dois anos de
idade, quando seu sistema imunoldgico ainda é imaturo (CACHO; LAWRENCE, 2017).

Essa protecédo se deve, em parte, a presenca de lactobacilos e bifidobactérias no leite
(probiodticos), constituintes da microbiota intestinal que agem como barreira mucosa,
impedindo que bactérias patogénicas se fixem na parede do intestino (HO et al., 2018). Além
disso, o leite também fornece varios tipos de oligossacarideos e glicoconjugados conhecidos
como agentes prebioticos. Essas substancias servem de substrato para o metabolismo das
bactérias benéficas, sendo mais um estimulo positivo para a colonizacao intestinal protetora
(BERING, 2018).

Outro componente presente no leite que protege o recém-nascido contra infeccdes é
a lactoferrina, proteina mais abundante na fracdo do soro do leite humano, pertencente a
familia das proteinas transferrina (LIAO et al., 2011). Esta glicoproteina reforca os
mecanismos de defesa do neonato através da modulagdo do sistema imunoldgico inato e
adaptativo, do estimulo para o desenvolvimento de uma microbiota benéfica e da sua
capacidade de se ligar a estruturas moleculares associadas a patégenos (TELANG, 2018).

O leite materno também possui componentes imunologicos: as imunoglobulinas
(HURLEY; THEIL, 2011) e as citocinas pr6 inflamatorias, tais como IL-6, IL-8, TNF-a, €
IFNy e anti-inflamatérias, tais como I1L-10 e TGF-p (GAROFALO, 2010). Estas moléculas
apresentam um importante potencial imunomodulador agindo, por um lado, como

neutralizadores de efeitos patogénicos prejudiciais e, por outro, como indutores da
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maturacdo e desenvolvimento do sistema imunoldgico da crianca (BRENMOEHL et al.,
2018).

A presenca de imunoglobulinas e citocinas no leite € uma forma de transferéncia da
imunidade adaptativa da mée para o bebé, protegendo-o contra patégenos até que seu sistema
imune produza niveis séricos suficientes desses anticorpos (HENNET; BORSIG, 2016).
Dessa forma, a imunizacdo materna realizada através da vacinagdo ou do proprio contato da
mée com um antigeno também previne o recém-nascido contra infec¢des, dentro de um
mecanismo de imunizacdo passiva, proporcionado pela amamentacdo (CACHO;
LAWRENCE, 2017; MUNOZ; JAMIESON, 2019).

O aleitamento materno tem se mostrado um fator protetor a longo prazo contra o
aparecimento de algumas doencas cronicas nao transmissiveis, como obesidade, hipertensao,
dislipidemias, doenca cardiovascular, diabetes melitus tipo 2, asma e alguns tipos de cancer
(BINNS; LEE; LOW, 2016; ODDY, 2017). Ainda, sua pratica estimula o desenvolvimento
saudavel do sistema nervoso, estando associado a um desempenho superior em testes de
inteligéncia entre criancas e adolescentes de todo o0 mundo (UNICEF; WHO, 2016).

A amamentacdo também proporciona beneficios para as maes, a curto e a longo
prazo, protegendo as mulheres contra hemorragia, depressdo pés-parto, cancer de ovario e
de mama, doencas cardiacas e diabetes tipo 2 (CHOWDHURY et al., 2015). Dessa forma,
estima-se que a melhoria das taxas de amamentacdo em todo 0 mundo possa prevenir até
20.000 mortes maternas adicionais por cancer de mama em um ano (VICTORA et al., 2016).
Somado a esses pontos, o aleitamento materno ainda reduz significativamente o estresse
fisioldgico e subjetivo das mées, melhorando a sensibilidade e os cuidados com seus filhos.
Esses fatores psicoldgicos parecem estar estreitamente relacionados a acdo da ocitocina
sobre o comportamento materno (KROL; GROSSMANN, 2018).

1.2 MORFOLOGIA DA GLANDULA MAMARIA

As mamas sao estruturas constituidas por tecido adiposo, conjuntivo e glandular,
além de vasos sanguineos e linfaticos e fibras nervosas, tendo como fungéo a produgéo de
leite para nutri¢do dos filhotes de mamiferos (INMAN et al., 2015). A partir da gravidez, 0s
alvéolos, unidades funcionais da glandula mamaria, sdo desenvolvidos e permanecem
presentes durante todo a lactacdo, até que ocorra 0 desmame e estas estruturas entrem em
involugdo (MACIAS; HINCK, 2012).
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Os alvéolos sdo responsaveis pela sintese e secrecdo do leite. Um conjunto de
alvéolos forma os I6bulos e um conjunto destes é organizado em lobos. Os alvéolos drenam
o leite para os ductulos, que se unem entre si formando ductos maiores que vao desembocar
no seio lactifero, onde o leite fica armazenado até que se inicie a mamada. Através da sucgao
do filhote, o leite sai do seio lactifero através dos ductos lactiferos e se exterioriza para fora
da mama através das papilas mamaérias (INMAN et al., 2015).

O tecido mamario é dividido em dois compartimentos: o estroma e o epitelial
(parénquima). O estroma é composto pelo tecido conjuntivo, constituido por vasos
sanguineos e linfaticos, nervos, fibras de mdsculo liso, linfonodos e tecido adiposo
(MACIAS; HINCK, 2012). Nesse compartimento pode ocorrer a migracdo de leucécitos
como macrdfagos, eosinofilos, linfdcitos, neutrofilos e mastdcitos, células de defesa do
organismo (GOUON-EVANS; LIN; POLLARD, 2002).

O parénquima mamario (compartimento epitelial) € composto por duas estruturas
distintas do ponto de vista morfofuncional. Apresenta uma camada interna de células
epiteliais que recobrem os ductos, ductulos, alvéolos e uma camada externa mioeptelial que
os circunda (MACIAS; HINCK, 2012). A funcdo das células epiteliais € a sintese e secre¢do
de leite que acontece, através da sua superficie apical, para dentro do limen alveolar. As
células mioepiteliais promovem a extrusdo desse leite para o sistema de ductos, através de

sua contracéo, via sinalizagdo hormonal (INMAN et al., 2015).

Figura 1 — Estrutura do alvéolo mamaério

Alvaolo Mamano

Fonte: Tratado de fisiologia médica (2013, p.265)
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Nas ratas, a glandula maméria situa-se na &rea subcutanea da regido cervical até a
inguinal, como seis pares ventro-laterais, cada uma com sua propria papila mamaria (Figura
2A) (PARMAR, 1996). Em mulheres, 10 a 20 ductos principais se unem e formam os seios
lactiferos que se conectam por sua vez com cada uma das duas papilas mamarias (INMAN
et al., 2015). Diferentemente, em ratas e camundongos fémeas, todo os ductos unem-se em
um unico ducto coletor primério que se conecta com a papila maméria (figura 2B)
(DELOUIS E RICHARD, 1993, WALTER et al., 1994, MASSO-WELCH et al., 2000). A
morfologia da glandula mamaria permanece similar durante todo o periodo de lactacdo que
compreende cerca de 21 dias pos-parto, em ratas, até que ocorra 0 desmame e se inicie o
processo de involugdo (MASSO-WELCH, P; DARCY, K; TANGLE-CASTOR, N, 2000).

Figura 2 — Localizacdo dos pares de glandulas mamarias da rata (A) Estrutura ducto-alveolar
da glandula maméria de ratas (B).
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1.3 FISIOLOGIA DA LACTACAO

1.3.1 Mamogénese na gestacao e lactagéo

O maior desenvolvimento da glandula mamaria ocorre durante a gravidez quando as
concentracfes de progesterona sdo mais altas e atuam em sinergia com 0s estrogenos,
promovendo uma intensa multiplicacdo de células epiteliais mamarias (ARENDT;
KUPERWASSER, 2015; MACIAS; HINCK, 2012) Os estrégenos sdo importantes por
induzir o aumento da ramifica¢do ductal secundéria e terciéria e a progesterona por promover

a alveologénese (GONZALEZ, 2002). A gonadotrofina coriénica humana (hCG) é um
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horménio produzido pela placenta desde o inicio da gravidez e é também responsavel, dentre
outras funcdes, pelo desenvolvimento alveolar (NAPSO et al., 2018).

Nesse contexto, dentro do processo de maturacdo do tecido mamario, a angiogénese
ocorre induzida pelo fator de crescimento endotelial vascular. Este processo pode ter sua
expressdo génica estimulada pelos hormonios esteroides estrégeno e progesterona, sendo
sua sintese também modulada por a¢do da PRL (ANDRES; DJONOQV, 2010). Dessa forma,
cada alvéolo € envolvido por uma rede de capilares. Estes promovem um maior fluxo
sanguineo mamario e, consequentemente, um maior suprimento de nutrientes para a
producdo de leite (MACIAS; HINCK, 2012). Durante a mamogénese ocorre também uma
expansdo do tecido linfatico. Isso proporciona a maior remocdo da linfa da glandula
maméria, a qual se origina da porco sérica do sangue que sai dos capilares (GONZALEZ,
2002; MACIAS; HINCK, 2012).

1.3.2 Lactogénese

Nas ultimas semanas de gravidez (15-20 semanas de gestacdo), se inicia a
lactogénese I. Este processo ocorre quando os alvéolos produzem o colostro (SRIRAMAN,
2017), um leite secretado no pos-parto rico em imunoglobulinas, citocinas, lactoferrina,
lactoperoxidase, oligossacarideos, defensinas, bactérias benéficas e leucdcitos
(WITKOWSKA-ZIMNY; KAMINSKA-EL-HASSAN, 2017). Essa producdo acontece em
pequena quantidade devido aos altos niveis séricos de progesterona que inibem uma maior
liberacdo de PRL, principal hormonio responsavel pela producéo do leite (MENCHETTI et
al., 2016).

Prolactina é hormonio chave da lactacdo e pertence a mesma familia do horménio do
crescimento humano e do lactogénio placentario humano (BEN-JONATHAN et al., 1996),
sendo sintetizada e secretada pelas células lactotréficas da adenohip6fise (FREEMAN, M;
KANYICSKA; LERANT, 2006). A secre¢cdo de PRL estd sob o controle do eixo
hipotalamico-hipofisario e sua regulacdo é predominantemente inibitoria, sendo a dopamina
o principal fator inibitorio de sua secre¢cdo (CROWLEY, 2015).

A dopamina € sintetizada pela via dopaminérgica tuberoinfundibular, localizada no
hipotadlamo, e liberada na circulacéo porta-hipofisaria, atingindo os lactotrofos e acoplando-
se a receptores especificos (D2) que existem em suas membranas. Dessa forma, ela atua
inibindo a secrecdo de PRL (CROWLEY, 2015). Além disso, a secrecdo de PRL é regulada
por um feedback negativo, no qual a propria atua via PRL-Rs localizados na via
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dopaminérgica tuberoinfundibular para estimular a producéo de dopamina hipotalamica e,
através desta, inibir sua propria secrecdo (GRATTAN, 2018). Assim, o controle
neuroendocrino da secrecdo de PRL permite longos periodos de hipoprolactinemia, em
mulheres que ndo estdo amamentando (GRATTAN; KOKAY, 2008).

Ap0s o parto, com a expulsdo da placenta, ocorre uma queda imediata dos niveis de
progesterona e, consequentemente, desbloqueio metabdlico da PRL. 1sso permite o0 aumento
nos niveis da mesma, dando inicio a lactogénese 11, aproximadamente 40 horas ap0s o parto
(SRIRAMAN, 2017). Durante esta etapa acontece a producdo do leite de transi¢cdo que
representa um intermediario entre o colostro e o leite maduro. Esse periodo transicional
ocorre até a producdo de um leite com qualidades nutricionais que suportem as posteriores
necessidades de desenvolvimento rapido do lactente. Apos este periodo, o leite é considerado
maduro e permanece com composicao relativamente semelhante durante toda a lactacéo
(ERIKSEN et al., 2018).

Apobs o inicio da producdo do leite maduro, inicia-se outra fase da lactacéo
denominada galactopoiese, ou lactogénese 111 (SRIRAMAN, 2017). Nesta fase, a frequente
remocao do leite pela crianca é a maior responsavel pela manutengdo da produgdo do mesmo.
Dessa forma, a amamentacao pode ser mantida por varios meses a depender da demanda de
leite necessaria ao lactente (CROWLEY, 2015).

A ocitocina € um horménio produzido pelo hipotdlamo e armazenado pela
neurohipofise (ARMSTRONG; STERN, 1998). Através do estimulo de succdo, as fibras
nervosas sensoriais da aréola desencadeiam um reflexo neuroenddcrino aferente para o
hipotalamo secretar fator de liberacéo de ocitocina que resulta no estimulo para liberagdo de
ocitocina pela neurohipdfise (BURBACH; YOUNG, L, 2017). A ocitocina estimula a
contracdo das células mioepiteliais alveolares, drenando o leite dos alvéolos para os ductos
lactiferos (BRUCKMAIER; WELLNITZ, 2008). O leite entdo se acumula nos seios
lactiferos e € posteriormente liberado pelo mamilo atraves da sucgédo do bebé, estimulo que
induz a liberacéo de mais ocitocina (NOSTRAND et al., 1991a).

Estimulos exteroceptivos como audicdo e olfato da mée também atuam como
estimulos neuroenddcrinos para a liberagcdo de ocitocina. Estresse ou ansiedade sdo fatores
que promovem a estimulagé@o adrenérgica, um fator inibitorio da secrecdo de ocitocina, que
pode impedir a producéo de leite (FREEMAN, M; KANYICSKA; LERANT, 2006).

A ocitocina estimula também a liberacdo de PRL pela adenohipofise e atua como
estimulo para reducgéo da liberacdo de DA pelo sistema tuberoinfundibular dopaminérgico,
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agindo também através dessa via, para manter a galactopoiese (CROWLEY, 2015). A PRL
atua sobre as células epiteliais alveolares, estimulando a expressao de genes de proteinas do
leite como a caseina ¢ a-lactalbumina, de enzimas necessarias para a sintese da lactose e dos
triglicerideos e de proteinas que regulam as varias etapas em diferentes processos de
secrecdo (BRUNTON et al., 2010). Ela responde as demandas da producdo de leite e
direcionando os nutrientes do tecido adiposo para a glandula (FREEMAN, M;
KANYICSKA; LERANT, 2006; GRONER, 2002), interferindo dessa forma, na sintese dos
principais constituintes do leite.

A PRL atua sobre as células epiteliais alveolares, estimulando a expressao de genes
de proteinas do leite como a caseina e a-lactalbumina, de enzimas necessérias para a sintese
da lactose e dos triglicerideos e de proteinas que regulam as varias etapas em diferentes
processos de secrecdo (BRUNTON et al., 2010). Ela também responde as demandas da
producdo de leite e direcionando 0s nutrientes do tecido adiposo para a glandula
(FREEMAN, M; KANYICSKA; LERANT, 2006; GRONER, 2002), interferindo dessa
forma, na sintese dos principais constituintes do leite.

A insulina é outro horménio importante para a lactogénese, pois age estimulando a
sintese de proteinas e lipideos do leite (COHICK; BRUNSWICK, 2016). Além disso,
estimula a captacdo de glicose pela glandula mamaria para a sintese de lactose e para servir
de substrato energético para o tecido mamario que se encontra em intenso
metabolismo (ZHAO, 2014). Por isso, mulheres que apresentam resisténcia insulinica sdo
susceptiveis a apresentar dificuldades na lactacdo que incluem a baixa producdo de leite
(NOMMSEN-RIVERS, 2016). Outros hormonios como esteroides, hormonio de
crescimento, corticosteroides e hormonios tireoidianos também estdo envolvidos na
lactogénese e séo essenciais para que a producdo de leite ocorra e se mantenha com sucesso
(WAGNER et al., 2018).

1.3.3 Involucédo

O desmame € o ponto chave para o inicio da involucao da glandula maméria. A partir
do momento em que o estimulo de succdo cessa, acontece a estase do leite no interior dos
ductos e alveolos, sendo este o0 estopim para que se inicie uma série de alteracGes que
caracterizam o curso da involugdo (JENA et al., 2019). Durante esse processo, ocorre a morte

das células epiteliais alveolares com consequente remodelamento da arvore epitelial a
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simples arquitetura ductal da fase ndo gravidica, além de outras grandes mudancas no tecido
mamario (MACIAS; HINCK, 2012).

O processo de involucdo da glandula mamaria apresenta duas fases. Em ratas, a
primeira fase é reversivel e acontece nas primeiras 48 horas apds o desmame, podendo ser
reestabelecida a lactagdo pelo estimulo de sucgdo (JENA et al., 2019). Nessa faz, inicia-se a
apoptose da estrutura alveolar (MACIAS; HINCK, 2012).

Os processos decorrentes da fase apoptotica estdo atribuidos a reducdo dos niveis de
PRL circulante apds o desmame decorrente da auséncia do estimulo neuroenddcrino de
succdo (MASSO-WELCH, P; DARCY, K; TANGLE-CASTOR, N, 2000). Isto ocorre
porque a atividade da glandula mamaria e a sobrevivéncia de suas células dependem
principalmente da acdo da PRL que atua, em parte, inibindo a apoptose (ACCORSI et al.,
2002; VARAS et al., 2002). Ainda, a estase do leite, que precede a primeira fase de involucao
parece contribuir para este processo através da inducdo da expressdo de algumas proteinas
apoptéticas, como por exemplo a TGF-B3, sem que tenha ocorrido ainda a degradacao da
matriz extracelular (NGUYEN; POLLARD, 2000).

A segunda fase é irreversivel, pois ocorre quando a integridade alveolar esta
comprometida, sendo também denominada fase de remodelamento (JENA et al., 2019).
Nessa etapa ocorre 0 aumento da degradacdo proteolitica da matriz extracelular devido ao
aumento na atividade de proteases extracelulares (ACCORSI et al., 2002; VARAS et al.,
2002), isquemia moderada como resultado da compressdo da vasculatura causada pelo
ingurgitamento do leite e diferenciacdo dos adipdcitos que irdo repopular o estroma apos a
perda alveolar (WATSON; KREUZALER, 2011). Em ratas, a apoptose do epitélio alveolar
e a reorganizacdo do estroma continuam até a glandula mamaéria estar completamente
remodelada, no 21° dia de involucdo (RICHERT et al., 2000).

Além disso, resposta imune inata desempenha um papel importante em ambas as
etapas da involucao da glandula mamaria. No estagio inicial da involugédo ocorre influxo de
neutrofilos, seguido por macrofagos e linfocitos, proporcionando a eliminacdo de células
apoptoticas, residuos celulares e componentes do leite e da matriz extracelular (WATSON;
KREUZALER, 2011).

As proteinas da familia STAT também possuem grande importancia no processo de
involucgdo da glandula mamaria tanto na primeira, quanto na segunda fase. Apos o desmame,
ocorre desativacdo da STATS, proteina ativada pela PRL e que tem o efeito de protecdo
sobre as células alveolares e ativagdo da STAT3 (BRENMOEHL et al., 2018). A proteina



23

STATS3, por sua vez, é considerada um grande ativador da involu¢do mamaria (JENA et al.,
2019), sendo responsavel pela via da morte celular e pelo influxo de células inflamatdrias
para o tecido mamario (WATSON; KREUZALER, 2011).

14 COMPOSIC}AO BIOQUIMICA DO LEITE MATERNO

O leite materno é uma matriz complexa contendo, além de compostos bioativos como
horménios, fatores de crescimento, imunoglobulinas, probidticos, micro e macronutrientes
(GARWOLINSKA et al., 2018). A concentracdo destes macronutrientes no leite materno
difere entre os mamiferos e é influenciada por diversos fatores, tais como dieta, frequéncia
de amamentacdo, paridade, peso da mée, estagio de lactacdo, idade e etnia da mae, dieta
materna, peso da mae, peso do bebé ao nascer e prematuridade (ANDREAS; KAMPMANN;
MEHRING LE-DOARE, 2015; ARGOV-ARGAMAN et al., 2017).

O colostro apresenta altas concentragdes proteicas e baixas concentracfes de lactose
e gordura, o que evidencia que suas fun¢des imunoldgicas e troficas sobrepdem a funcdo
nutricional, em relacdo ao leite maduro (MENCHETTI et al., 2016). O leite maduro possui
de duas a trés vezes mais lipideos que o leite do inicio da amamentacdo, apresentando
variag0es durante o dia. Esta maior concentragdo ocorre devido ao aumento das
necessidades energéticas do bebé ao decorrer do seu crescimento (YUAN et al., 2019). As
concentracdes de lactose apresentam-se relativamente constantes durante toda a lactacao
(GIDREWICZ; FENTON, 2014).

A proteinas do leite podem ser divididas em proteinas do soro, caseinas e mucinas
(LONNERDAL, 2003), sendo as caseinas, a-lactoalbuminas, lactoferrinas, IgA, lisozima e
albumina as mais abuntantes (HASCHKE; HAIDEN; THAKKAR, 2017). O leite materno
fornece, atraves desta constituicdo, todos os amino&cidos necessarios para a sintese de novas
proteinas. Estas serdo importantes para o crescimento estrutural e prote¢do imunolégica do
bebé, bem como para beneficios sobre reposicdo das perdas proteicas decorrente da urina,
fezes e descamacéo da pele (HASCHKE; HAIDEN; THAKKAR, 2017). A maior parte das
proteinas presentes no leite sdo sintetizadas pelos lactécito e o restante, como por exemplo,
a albumina sérica, € proveniente da circulagdo materna (LONNERDAL, 2003).

Os lipideos s&o a maior fonte de energia do leite materno (KOLETZKO et al., 2001)
e a fragdo de macronutrientes mais variavel e mais influenciada pela ingestéo alimentar da
mée (KEIKHA et al., 2017). Os lipideos presentes no leite sdo derivados dos lipideos da
dieta da mae, da mobilizacéo do tecido adiposo e da sintese de novo pela glandula maméria
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(COSTA; WILLIAMSON, 1994). O componente majoritario da fracdo lipidica sdo os
triacilglicerideos, correspondendo a cerca de 98% dos lipideos totais. Ainda, a fracdo lipidica
contém éacidos graxos, fosfolipidios, colesterol, mediadores quimicos, como as lipoxinas
anti-inflamatorias, vitaminas lipossollveis, entre outros (ANDREAS; KAMPMANN;
MEHRING LE-DOARE, 2015).

O principal carboidrato do leite materno humano é a lactose, um dissacarideo
exclusivo do leite, de facil digestdo, que serve de substrato energético para o lactente
(NEVILLE, 2008). Além disso, a lactose apresenta uma grande funcdo na sintese lactea,
sendo o principal componente osmoético de forma que a sua sintese é responsavel pela
extracdo de agua para o leite (ZHAO, 2014).

Na rata, a concentracao de proteinas no leite é estavel na primeira semana de lactacao,
aumenta durante o periodo intermediario e comeca a decair no inicio da lactacdo tardia.
(KEEN et al., 1981a). Brandorff (1980) demonstrou em seu experimento que ratas lactantes
alimentadas com dieta hiperlipidica apresentaram um aumento no teor de acidos graxos no
leite. Em ratas, estudos demonstram que a concentracdo de carboidratos presente no leite
materno aumenta do primeiro ao décimo quarto dia de lactacdo, seguido de pequenas
variacOes até o vigésimo primeiro dia. Ainda, reducdo da ingestdo alimentar diminui a

concentracéo de lactose no leite de rata (KEEN et al., 1981a).

1.5 SUBSTANCIAS GALACTAGOGAS

As taxas de desmame precoce em todo mundo sdo altas: 63% das criancas menores
de 6 meses em todo 0 mundo ndo sdo amamentadas (VICTORA et al., 2016) e a percepgéo
da baixa producdo de leite é citada por muitas maes como raz&o para cessar a amamentacao,
em diversas populagfes (BAZZANO et al., 2017). As razdes para a producdo insuficiente
de leite materno vdo desde situacGes emocionais de ansiedade, fadiga, estresse, parto
prematuro, separacd0 mae-bebé e re-lactagdo (ASZTALOS, 2018), até disfuncbes
enddcrinas como hipotiroidismo, obesidade, diabetes e sindrome do ovario policistico
(WAGNER et al., 2018)

Para mulheres que continuam a experimentar baixa producéo de leite mesmo com a
utilizacdo de estratégias ndo farmacoldgicas de apoio a lactagéo, € comum a intervengao com
galactagogos que sdo medicamentos, plantas e alimentos auxiliadores da iniciagéo,
manutengdo ou aumento da producdo de leite (BRODRIBB, 2018). A maioria dessas

substancias exerce seus efeitos farmacoldgicos alterando o complexo hormonal que regula a



25

lactagéo, agindo principalmente sobre a PRL e a ocitocina de forma a aumentar a producéo
de leite (GRZESKOWIAK; WLODEK; GEDDES, 2019).

Atualmente sdo conhecidos medicamentos e plantas medicinais com atividade
galactagoga, porém a utilizacdo destes demanda cuidados, pois ainda é necessaria a
realizacdo de estudos bem delineados para avaliagdo de sua eficacia e seguranca
(BRODRIBB, 2018). Os farmacos galactagogos mais utilizados sdo a metoclopramida e a
domperidona.  Além desses, outros como clorpromazina, horménio de crescimento,
horménio secretor de tireotropina e o antipsicotico clorpromazina sdo utilizados também
como galactagogos (GRZESKOWIAK; WLODEK; GEDDES, 2019), porém com pouca
frequéncia devido a necessidade de mais estudos clinicos que validem sua seguranca
(BAZZANO et al., 2017; BRODRIBB, 2018).

A metoclopramida € um antiemético utilizado para o refluxo gastroesofagico
(MADISCH et al.,, 2017). Seu mecanismo de acdo galactagogo ocorre através de um
antagonismo dopaminérgico no sistema nervoso central, aumentando assim os niveis de PRL
secretados e, consequentemente, a producdo de leite (TABRIZI; MIRGHAFOURVAND;
SEYEDI, 2017). Esta droga pode causar efeitos colaterais extrapiramidais que incluem
tremores, bradicinesia, outras reacfes distonicas, sonoléncia e desconforto abdominal
(GRZESKOWIAK; WLODEK; GEDDES, 2019).

A domperidona atua da mesma forma que a metoclopramida, antagonizando o efeito
da dopamina, porém exerce suas acOes farmacoldgicas perifericamente e ndo centralmente.
Este mecanismo de acdo faz com que os efeitos colaterais extrapiramidais sejam reduzidos
(GRZESKOWIAK; WLODEK; GEDDES, 2019). Este medicamento possui caracteristicas
que contribuem para que uma quantidade limitada do farmaco atravesse a barreira
hematoencefalica: menor lipossolubilidade, maior peso molecular, e baixo teor de proteina
de ligacdo em relagdo a metoclopramida (PAUL et al., 2015).

Os efeitos colaterais associados a domperidona incluem boca seca, dor de cabeca e
colicas abdominais (OSADCHY; MORETTI; KOREN, 2012). Os efeitos galactagogos
observados sdo modestos, havendo a necessidade de mais estudos para assegurar sua eficacia
e efeitos sobre a composicdo de micro e macronutrientes do leite (GRZESKOWIAK;
WLODEK; GEDDES, 2019). Portanto, o efeito dos farmacos galactagogos mais utilizados
contribuem para o aumento da producéo do leite materno. No entanto, 0 mecanismo de a¢ao

destes podem causar efeitos colaterais nos pacientes. Com isso, é preciso ampliar o
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conhecimento dos efeitos destes medicamentos e, posteriormente, avaliar os beneficios de
sua aplicagdo em mulheres com baixa producdo de leite durante a lactacao.

A utilizacdo de plantas medicinais é uma alternativa mais econémica em relacdo aos
medicamentos alopaticos e seu uso tradicional € perpassado através de varias geracoes
(BRODRIBB, 2018). Por isso, a aplicacdo de plantas medicinais como fitoterapicos tem sido
crescente em todo o mundo (SINGH, 2015). Porém, ainda ndo existe suporte por
profissionais convencionais da salde para a utilizacdo dessas plantas como galactagogos.
Com isso, mais estudos sobre seus possiveis efeitos toxicoldgicos e eficacia sdo necessarios
para validar cientificamente seu uso no tratamento e melhorar a qualidade da lactagdo
(BAZZANO et al., 2017; BRODRIBB, 2018).

Dentre as ervas galactagogas, destaca-se o feno-grego (Trigonella foenum-graecum),
pertencente a familia Fabaceae, por ser a erva mais utilizada no mundo para aumentar a
producéo de leite (KHAN; WU; DOLZHENKO, 2018). O funcho, Foeniculum vulgare, da
familia Apiaceae, nativo do sul da Europa e do Mediterraneo tem demonstrado bons
resultados galactagogos, além de utilidade para tratar colicas em criancas (JAVAN;
JAVADI; FEYZABADI, 2017). A tintura de algodoeiro, fitoterapico produzido a partir da
casca da raiz, folhas e sementes de algodoeiro (Gossipium herbaceum), também contribui
positivamente para aumentar a producdo de leite, além de apresentar baixo potencial de
toxicidade (MELLO et al., 2008).

Ainda, outras ervas como cardo santo (Cnicus benedictus), urtiga (Urtica dioica), rue
de cabra (Galega officinalis), Hibiscus sabdariffa Linn e Silybum marianun também tém
demonstrado propriedades galactagogas (BAZZANO et al., 2017; SIM et al., 2015), dando
explicagdo ao uso empirico dessas plantas.

1.6 Valeriana officinalis L.

Valeriana (Valeriana officinalis L.) € uma planta perene e nativa da América do
Norte, Asia e Europa, pertencente a familia Valerianaceae. E um dos fitoterapicos mais
popularmente utilizados para tratar a ins6nia devido a suas propriedades sedativas e
hipnoticas e menos comumente, mas também utilizado como ansiolitico por seus efeitos
calmantes (SEIDLER-LOZYKOWSKA; MIELCAREK; BARANIAK, 2009).

Geralmente, a raiz de Valeriana é a parte utilizada para a preparagdo de
fitomedicamentos de efeito ansiolitico (FERNANDEZ et al., 2004), sendo constituida por
mais de 150 componentes identificados (NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH, 2008),
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Dentre eles estdo valpotriatos, 6leos volateis (valeranona, valerenal e &cidos valerénicos),
sesquiterpenos, lignanas, alcaloides e aminoacidos livres, como o gama-aminobutirico
(GABA), tirosina, arginina e glutamina (HADLEY; PETRY, 2003). Os valepotriatos e
acidos valerénicos séo geralmente considerados 0os maiores responsaveis pela acao sedativa
da planta (SEIDLER-LOZYKOWSKA; MIELCAREK; BARANIAK, 2009).

Os efeitos sedativos e ansioliticos de valeriana ocorrem provavelmente por
modulacéo do sistema GABAEérgico, através da potenciacdo da maior liberacdo do GABA e
inibicdo de sua recaptacdo ou degradacdo (BENT et al., 2006; SAVAGE et al., 2018).
Devido a sua acdo sedativa leve, valeriana é comumente utilizada por mulheres lactantes
para o tratamento de distUrbios comuns no pds parto como ansiedade, insonia e depressao,
em substituicdo a sedativos mais fortes como os benzodiazepinicos (ALLAIRE; MOQOS;
WELLS, 2000; CHRISTIAN et al., 2019; JACOBSON, 2004).

O estresse ¢ um fator inibitdrio da liberacdo de ocitocina pela neurohipéfise, o que
pode diminuir a producédo de leite, durante a amamentagdo (COX et al., 2015; WINTER,;
JUREK, 2019). Dessa forma, pode-se sugerir que valeriana, atraves de sua acdo sedativa e
calmante, atue evitando a desregulacdo da fisiologia da lactacdo, agindo de forma indireta
sobre essa via e tendo influéncia positiva sobre producéo de leite. Apesar do seu uso por
mulheres que amamentam e de sua acdo calmante, ndo existem estudos que avaliem a
influéncia da valeriana sobre a producéo de leite.

O uso de valeriana parece ser seguro, pois os efeitos colaterais mais comuns sdo
sintomas neuroldgicos leves como tontura, dor de cabeca, sonoléncia ou sintomas
gastrointestinais como nausea e diarreia (ORTIZ; NIEVES-NATAL; CHAVEZ, 1999). O
acido valproico, um dos antiepiléticos mais prescritos no mundo, é um analogo do &cido
valérico proveniente de valeriana (PERUCCA, 2002). Por ser excretado em baixas
concentracdes no leite materno e ndo parecer ser danoso ao lactente, seu uso durante a
amamentacdo € permitido pela American Academy of Pediatrics Committee on Drugs.
Apesar disso, ainda ndo existem dados claros sobre a seguranca do uso da valeriana durante
a lactacédo devido aos raros estudos avaliando a secreg¢ao dos outros constituintes dessa planta
no leite e os possiveis efeitos toxicoldgicos que podem ser causados ao lactente durante esse
periodo (LACTMED, 2018).
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2 JUSTIFICATIVA

A importancia do aleitamento materno envolve beneficios nutricionais ao bebé, alem
de prevencdo de mae e crianca contra doencas, a curto e a longo prazo (CHOWDHURY et
al., 2015; UNICEF; WHO, 2016). Dessa forma, do ponto de vista epidemioldgico, a
amamentacao € uma estratégia de combate a mortalidade infantil, podendo sua ampliacao
para um nivel quase universal impedir 823.000 mortes anuais em criangas com menos de 5
anos e 20.000 mortes maternas adicionais por cancer de mama, em mulheres. (VICTORA et
al., 2016).

Como barreira aos amplos beneficios da amamentacdo, o suprimento inadequado de
leite materno é um motivo frequentemente relatado para a interrupcdo precoce da
amamentacdo (BAZZANO et al., 2017). Isso faz com que muitas mulheres recorram ao uso
de substancias galactagogas para tratar a hipogalactia (GRZESKOWIAK; WLODEK;
GEDDES, 2019).

Valeriana é um dos fitoterapicos mais populares para tratar a insdnia e a ansiedade
em todo 0 mundo (SEIDLER-LOZYKOWSKA; MIELCAREK; BARANIAK, 2009), sendo
utilizado inclusive por mulheres lactantes (ALLAIRE; MOOS; WELLS, 2000; CHRISTIAN
et al., 2019). Apesar desse uso, nao existem estudos sobre a atividade galactagoga dessa
planta. Porém, pode-se sugerir que valeriana, através de sua acdo sedativa e calmante, atue
evitando a desregulagéo da fisiologia da lactacdo, uma vez em que o estresse interfere na
liberacdo de ocitocina e pode levar a diminuicdo da producdo de leite (WINTER; JUREK,
2019).

Diante desse contexto, uma vez evidenciada a atividade galactagoga do extrato
etandlico de Valeriana officinalis L., esta planta podera ser fonte terapéutica para a produgdo
de novos fitoterapicos e fitomedicamentos galactagogos, sendo mais uma alternativa
disponivel para tratar a baixa producdo de leite. Através de estudos como este, a manutengdo
da amamentacdo é incentivada dentro da atencéo bésica como uma intervencao econdmica
e eficaz para combater a mortalidade infantil e diversas doengas, trazendo beneficios a curto
e longo prazo para a saude publica (ROLLINS et al.,, 2016; WORLD HEALTH
ORGANIZATION (WHO), 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a atividade galactagoga do extrato etanodlico de V. officinalis L. e da sua

fracdo diclorometano, em modelo experimental animal.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

a) Avaliar o efeito galactagogo do extrato etandlico de Valeriana (V. officinalis) e da sua
fragdo diclorometano no ganho de peso da ninhada, perda de peso da mae e estimativa da
producao de leite;

b) Analisar a influéncia do extrato etandlico de Valeriana (V. officinalis) e da sua fracao
diclorometano sobre as concentragdes dos macronutrientes do leite,

c) Avaliar a influéncia do extrato etandlico de Valeriana (V. officinalis) e da sua fragdo
diclorometano sobre o padrdo histoldgico das glandulas mamarias;

d) Avaliar a influéncia do extrato etandlico de Valeriana (V. officinalis) e da sua fracédo
diclorometano sobre as concentracBes de prolactina e ocitocina sérica, hipofisaria e da
glandula maméria;

e) Avaliar o perfil fitoquimico e identificar o(s) possivel(eis) compostos bioativos do extrato

etanolico e fracdo de diclorometano de Valeriana (V. officinalis).
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4 METODOLOGIA

4.1 PREPARO DOS EXTRATOS ETANOLICOS

A planta utilizada neste experimento foi adquirida através da distribuidora Nutri
Ervas®, na forma de raizes e rizomas de V. officinalis L. (Lote 071300). O material foi
submetido a maceracdo com etanol absoluto (Synth®), permanecendo em contato com o
solvente por 72h, ao abrigo de luz e & temperatura ambiente. Durante esse periodo, a mistura
foi agitada manualmente, de forma esporéadica. Ap6s o periodo de maceragdo, 0 extrato
obtido foi filtrado e, posteriormente, concentrado em evaporador rotativo sob presséo
reduzida para eliminar o etanol, fornecendo assim o extrato seco. Uma parte do extrato foi
diluido em 10% de etanol e 90% de agua destilada (v/v), fornecendo o extrato etanolico de
V. officinalis L. (EEVO) que foi utilizado nos testes com animais.

O restante do extrato seco foi submetido ao fracionamento por extracdo liquido-
liquido utilizando solventes em gradiente crescente de polaridade (hexano, diclorometano,
acetato de etila e butanol). A particdo deu origem as fracdes de hexano, diclorometano,
acetato de etila e butanol que foram concentradas em evaporador rotativo sob presséo
reduzida até eliminacdo total dos solventes, obtendo as fracGes secas (FALKENBERG;
SANTOS; SIMOES, 2006). A fracdo diclorometano foi posteriormente diluida em 10% de
etanol e 90% de agua destilada, sendo obtido o extrato etandlico da fracdo diclorometano
(FD) que foi testado nas doses determinadas de acordo com os resultados obtidos com o

extrato etandlico.

4.2 ANALISE FITOQUIMICA PRELIMINAR POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA

As analises fitoquimicas possibilitam a revelagdo qualitativa das diferentes classes
de metabdlitos secundarios presentes no extrato da planta, como polifendis, taninos,
saponinas, flavonoides, esteroides e alcaloides (BROSSI, 1988; COSTA, 2001; WAGNER;
BLAD; RICKL, 2001). Para a realizacao dessas analises, foi utilizada a cromatografia em
camada delgada (CCD). Uma amostra de cada extrato seco separadamente foi diluida em
etanol absoluto. Uma pequena aliquota de cada solucéo foi aplicada & uma placa de aluminio
coberta com silica em gel (Macherey-Nagel®), com o auxilio de um tubo capilar. O sistema

eluente utilizado foi especifico para cada tipo de teste, como descrito a seguir.
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Para a deteccdo de polifendis foi utilizado & fase movel de acetato de etila: acido
férmico: acido acético: é&gua (100:11:11:27). A placa cromatografica foi revelada
pulverizando uma mistura de 1:1 das soluc¢des aquosas de ferrocianeto de potassio 1% (m/v)
e cloreto de ferro 2% (m/v) nas placas (ANEXO A), que foram analisadas no visivel. O
aparecimento de manchas azuladas indica a presenga de polifendis.

Para a detec¢cdo de saponinas foi utilizada como fase moével cloroférmio: metanol
(9:1) eluindo duas vezes. As saponinas foram visualizadas pela pulverizacdo de &cido
sulfurico concentrado em etanol a 5% (v/v) apds aquecimento das placas a 110 °C, durante
5 minutos. O aparecimento de manchas de coloracdo roxo berinjela, no visivel, indica a
presenca de saponinas.

Para a deteccdo de taninos foi utilizada como fase mdvel acetato de etila: acido
formico: acido acético: agua (10:11:11:27). O revelador utilizado foi solu¢do metanodlica de
cloreto férrico a 2% (ANEXO A). O aparecimento de manchas esverdeadas, ao visivel,
indicam a presenca de taninos.

Para a analise de flavonoides e acidos fendlicos foi utilizado a fase movel acetato de
etila: hexano (7:1). Na placa de silica, foi pulverizado o reagente cloreto de aluminio em
etanol a 1% (m/v). A visualizagdo das manchas foi feita sob luz Ultravioleta (BIOTEC®), a
366 nm. Os flavonoides apareciam como manchas verdes fluorescentes enquanto que 0s
acidos fendlicos surgiam como manchas azuis fluorescentes.

Para a anélise de esteroides foi utilizado como fase mével hexano: acetato de etila
(8:2). O reagente de Liebermann-Burchard (ANEXO A) foi pulverizado na placa que foi,
sequencialmente, levada ao aquecimento a 110°C durante 5 minutos. O aparecimento de
manchas roxas no visivel indica a presenca de esteroides.

Para a deteccéo de alcaloides foi utilizada como fase movel acetato de etila: metanol:
agua (4:1:2). O reagente de Wagner (ANEXO A) foi pulverizado na placa e o aparecimento

de manchas castanho-avermelhadas, no visivel, indica a presenca de alcaloides.

4.3 ANALISE FITOQUIMICA POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSA

Os ensaios realizados neste projeto foram bioguiados, ou seja, 0s estudos quimicos e
farmacologicos foram sendo realizados conjuntamente, dando continuidade com as fragdes

das plantas que apresentaram composi¢do quimica com possiveis compostos bioativos.
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As andlises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)
foram realizadas em aparelho QP2010SE (GC2010 Plus) da marca Shimadzu usando coluna
capilar de silica fundida Rtx-5MS (30 m; 0,25 mm de diametro interno; filme de 0,25 pum) e
hélio como gas de arraste. Os extratos foram analisados por cromatografia gasosa acoplada
a detector de massas (CG-EM). Antes de serem analisados por cromatografia gasosa, as
amostras foram submetidas a derivatizagéo por sililagéo.

Para esta analise fosse feita, foram pesados 2 mg de cada amostra do extrato etanolico
e fracdo de diclorometano em vial, onde foram diluidos em 60 pL de piridina. A esta solugao
foram adicionados 100 pL da mistura reacional de N,O-Bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida
(BSTFA) contendo 1% de trimetilclorosilano (TMCS) (Sigma-Aldrich®). Essa mistura foi
aquecida a 70 °C por 30 minutos em banho maria e, posteriormente, 1 pL. de cada mistura
foi injetado no CG-EM, em aplicacgdes separadas (CRUZ et al., 2016).

A temperatura empregada na analise no injetor, detector e interface do sistema CG-
EM foi 290 °C. A temperatura inicial da andlise foi de 80 °C por 5 min, aumentando de a
285 °C na razdo de 4 °C/min. A temperatura final permaneceu em 285 °C por 40 minutos
(CRUZ et al., 2016). O detector de massas operou com ionizagdo por impacto de elétrons
(70 eV) e varredura de massas entre o intervalo de 30 a 600 Da. A identificacdo dos
compostos foi realizada por meio da comparagéo dos espectros de massas das amostras, com
aqueles existentes no banco de dados do aparelho (NIST 08, FFNSC1.3 e WILEY8).

4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ANIMAL

Para todos os experimentos foram utilizadas ratas fémeas Wistar que ainda ndo
haviam passado por um processo de cruzamento, nascidas a pelo menos 3 meses e pesando
entre 200-250g. Esses animais foram obtidos do biotério setorial da Universidade Federal da
Bahia e mantidas no ciclo claro-escuro 12 horas (luzes acessas das 6 as 18 horas), a
temperatura de 23+2°C e a umidade relativa de 50+2. Os animais foram mantidos em caixas
de polipropileno contendo maravalha na base da caixa, sendo permitido livre acesso a
comida (Labina®, Purina) e agua. O presente projeto foi aprovado pelo CEUA local do IMS-
UFBA de acordo com a lei n® 11.704/09, do protocolo 063/2018 (ANEXO B).

Para que se iniciassem 0s experimentos, as fémeas passaram pela etapa de
cruzamento, onde foi realizada a determinacdo do ciclo estral de cada uma através do lavado
vaginal. O fluido vaginal foi coletado com uma pipeta de plastico contendo uma gota de
solugdo salina (NaCl a 0,9%) que foi injetada, aspirada e colocada na lamina para
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visualizagdo ao microscépio nas objetivas de 10 e 40x. As fémeas que tiveram a presenca
predominante de células arredondadas, polinucleadas, dispersas ou agrupadas, indicando a
fase de proestro ou de células cornificadas, com o aspecto de “folhas secas”, indicando a
fase estral, foram colocadas juntas aos machos em uma mesma caixa, na proporcao de 1
macho e 3 fémeas por caixa, durante uma semana. Os experimentos foram iniciados ap6s o
nascimento dos filhotes das fémeas que obtiveram éxito na etapa do cruzamento, por volta
de 21 dias apos este procedimento.

Cada rodada de experimento com os animais teve a duracdo de 20 dias, a partir do
nascimento dos filhotes. Durante esse tempo, alguns procedimentos foram realizados: ajuste
dos filhotes, administragdo da substancia nas ratas, pesagem dos filhotes e da mée, ordenha
das ratas lactantes e sacrificio, de acordo com o cronograma da Figura 1. Estes
procedimentos serdo descritos separadamente e detalhadamente nas proximas sec¢oes deste
trabalho.

Mascimento .
Sacrificio

Ajuste dos filhotes
Administragdo da substincia

1—23456789101112131415161718192[)

// Ordenha

4.5 AVALIACAO DO GANHO DE PESO DA NINHADA, PERDA DE PESO DA MAE
E OUTROS PARAMETROS DA ATIVIDADE GALACTAGOGA

Inicialmente foi realizado um estudo piloto para avaliar se o etanol utilizado na

Pesagem—1

Figura 3 - Delineamento experimental

preparacdo dos extratos poderia apresentar alguma alteracdo significativa sobre a producao
de leite e, consequente, sobre os resultados do experimento a ser desenvolvido. Foram
utilizadas 12 ratas lactantes no inicio da lactacdo, amamentando de sete a oito filhotes. Estas

ratas foram divididas em dois grupos experimentais, sendo que o grupo 1 (n=6) recebeu 0,4
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mL de agua destilada e o grupo 2 (n=6) recebeu 0,4 mL de etanol a 10%. Os animais do
estudo piloto foram submetidos & mesma metodologia de pesagem do experimento efetivo,
descrita a seguir.

Para a avaliacdo do ganho de peso da ninhada e atividade galactagoga da Valeriana,
foram utilizadas 48 ratas lactantes, no inicio da lactacdo, amamentando de sete a oito filhotes,
divididas em oito grupos experimentais. O grupo 1 recebeu 0,4 mL 4gua destilada (n=6) e
0S grupos 2, 3, 4, 5 e 6 receberam EEVO nas doses de 200 mg/kg, 100 mg/kg, 50 mg/kg, 25
mg/Kg e 12,5mg/kg (n= 6), respectivamente. Os grupos 7 e 8 receberam FD nas doses de
50mg/Kg e 25mg/kg, respectivamente. A partir dos parametros avaliados nesse experimento,
foram determinadas as doses mais efetivas de EEVO e FD.

No 1° dia de nascimento dos filhotes ndo houve manipulacéo, sendo este um periodo
de adaptacdo dos filhotes. No 2° dia de vida, o numero de filhotes foi ajustado de maneira
que cada rata lactante ficou com oito filhotes, quatro machos e quatro fémeas. Os filhotes
excedentes foram eutanasiados por deslocamento cervical. Esta padronizagdo é importante
uma vez em que varios trabalhos tém demonstrado que o nimero de filhotes e o0 sexo
influenciam diretamente na producéo de leite (GRIGOR; POCZWA; ARTHUR, 1986a), A
partir do 3° até o 19° dia de vida, todas as ratas lactantes foram tratadas diariamente com
agua destilada (grupo controle), extrato etan6lico em suas diferentes concentracdes e fracdo
diclorometano em suas diferentes concentracées, através de injecdo intraperitoneal, sempre
as 18h.

Para o acompanhamento de mudancas no peso da mée e da ninhada, as ratas lactantes
e os filhotes foram pesados nos 4°, 7°, 10°, 13°, 16° e 18° dias de vida dos filhotes, usando
uma balanca eletronica analitica de precisao. Nesses dias, os filhotes foram pesados as 12 h
(P1) e subsequentemente isolados de suas mées por 4 horas, entre 12 h e 16 h. As 16h, os
filhotes foram pesados novamente (P2) e, em seguida, retornaram para suas maes para a
amamentacdo por uma hora. As 17 h, os filhotes foram pesados mais uma vez (P3) e
retornaram para suas maes onde ficaram até o proximo dia de pesagem. As mées foram
pesadas nos mesmos dias que os filhotes, as 16h e 17h. Foi estimada a perda de peso da mée
através da pesagem das 17 h do 18° dia de experimento diminuida pela pesagem das 16h do
4° dia de experimento.

O ganho de peso diario dos filhotes foi calculado pela diferenca entre 0s pesos

obtidos por P1 dividido pelo numero de dias entre os intervalos de pesagens. O ganho de
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peso total durante todo o experimento foi calculado por P3 do 18° dia menos P1 do 4° dia de
vida dos filhotes.

Durante a amamentacéo (entre P2 e P3), nas trés ultimas pesagens, foi observado o
comportamento das maes e preenchido um formulario (ANEXO C), no intuito de observar
0 aparecimento de possiveis efeitos toxicos do extrato. Foi analisado a presenca de
piloerecdo, alteracdo da atividade locomotora, diarreia, postura de amamentagéo,
organizacdo e manutencao do ninho, recolher e lamber os filhotes, e mortes. Durante esse
tempo de uma hora de observacdo foi também cronometrado o tempo de amamentacéo da
mde para posterior analise.

A producdo de leite durante o periodo de 1 hora de amamentacédo foi estimada por
meio da diferenca do peso dos filhotes das 17 h (P3) e 16 h (P2), sendo que este valor foi
corrigido pela perda de peso metabdlica dos filhotes devido a processos como respiragéo,
defecacdo e perda urinaria. A perda de peso metabdlica foi estimada pela perda de peso dos
filhotes que ocorre durante o periodo em que estes estdo separados da mée das 12h as 16h
(P1 - P2) dividido por 4, equivalente as 4 horas de separacdo (MESSIAS et al., 2019) (Figura
2).

Separacao maefilhotes 1h de amamentagao

12h 13h 14h 15h- 16h-——- 17h
P1 P2 P3

Perda de peso/hora Ganho de peso
(P1—P2) (P3-P2)
. I

Estimativa da produgido de leite
[ 31 = 3: 30 33 —_ 3:

4
Figura 4 - Estimativa da producéo de leite em 1 hora
4.6 ANALISE DA COMPOSICAO BIOQUIMICA DO LEITE

Foi feita a analise da composicéo bioquimica do leite de ratas tratadas com a dose

mais ativa de EEVO e a dose mais ativa de FD. Para que essa analise fosse realizada, no
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décimo nono dia do experimento, foi feita a ordenha das ratas. Antes de se iniciar a coleta
do leite, as ratas lactantes foram separadas dos filhotes por duas horas e apds este periodo
estes retornam para suas maes por trinta minutos. Posteriormente, as ratas lactantes foram
anestesiadas com uma mistura de ketamina e xilazina (dose 30mg ketamina: 6 mg xilazina/
kg peso corporal ratas), por inje¢do via intraperitoneal. Apos inicio do efeito anestésico, foi
aplicada a ocitocina (0,5 Ul / rata, Syntocinon® Sandoz, Brazil) via intradérmica, para
estimular o fluxo de leite.

As amostras de leite foram obtidas por compressdo manual das mamas das ratas.
Gotas foram coletadas com auxilio de micropipetas e esvaziadas em tubos eppendorf de
polipropileno. As amostras coletadas foram mantidas a - 70°C para posterior anélise dos
constituintes do leite. O tempo de coleta do leite para cada rata lactante foi de
aproximadamente 30 min e a ordenha aconteceu sempre as 13h, para minimizar possiveis
variagOes diurnas na composicéo do leite (GRIGOR; POCZWA; ARTHUR, 1986a). O leite
foi coletado apenas uma vez em cada rata lactante, pois foi demonstrada que vérias ordenhas
levam a mudancas na sua composicao (KEEN et al, 1980).

As dosagens bioguimicas de proteinas totais, lipidios totais, lactose, triglicerideos e
colesterol nas amostras de leite das ratas lactantes e dos filhotes foram realizadas por
espectrofotometria em analisador automatizado da marca Mindray® modelo BS-120. Para
as andlises foi necessario realizar a diluicdo do leite na relacdo 1:5 para as dosagens de
proteinas total e colesterol, 1:20 para a dosagem de triglicerideos e 1:15 para as dosagens de
lactose, sendo os valores de absorbancia encontrados passados por uma corre¢do devido a
essa diluigao.

Para a dosagem de proteinas totais foi utilizado 0 método colorimétrico de Biureto. Esse
método se baseia na reacdo das ligacGes peptidicas das proteinas com os ions cupricos do
reagente formando um complexo de cor violeta que tem absorbancia maxima em 545 nm,
proporcional a concentracdo das proteinas na amostra. Para esta determinacdo, foram
utilizados reagentes da marca Biotécnica® (Gold Analisa Diagnostica Ltda., Belo Horizonte,
MG, Brasil), seguindo as instruc¢des do fabricante. Os valores foram expressos em g/L para
proteinas totais. Apesar deste método ndo ser muito sensivel, continua sendo recomendado
para a determinacdo da concentracdo de proteinas totais no leite quando comparado com
outros métodos (VERHEUL et al., 1986; ZAIA; ZAIA, 1998).

Para a dosagem triglicerideos foi utilizado um método colorimétrico baseado na
reacdo de Trinder, onde os triglicérides sdo hidrolisados pela lipase lipoproteica e o glicerol
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liberado é fosforilado pela glicerolquinase formando glicerolfosfato que é oxidado a
dihidroxiacetona e &gua oxigenada por acdo da glicerol-3-fosfato oxidase. Através de reacdo
de copulacdo oxidativa catalisada pela peroxidase, a agua oxigenada reage com o a 4-
aminoantipirina (4-AMP) e 4-clorofenol, produzindo a quinoneimina de cor vermelha. A
absorbancia do complexo medida em 505 nm é diretamente proporcional a concentracdo de
triglicérides (TRINDER, 1969). Para a andlise, foram utilizados reagentes para determinagdo
quantitativa da marca Biotécnica® (Gold Analisa Diagndstica Ltda., Belo Horizonte, MG,
Brasil), seguindo as instru¢des do fabricante. Os valores foram expressos em g/L.

O colesterol foi quantificado por método colorimétrico utilizando kit comercial
Labtest e os resultados expressos em g/L. De acordo com o0 método, os ésteres de colesterol
sdo hidrolisados pela colesterol-esterase a colesterol livre e acidos graxos. O colesterol livre
é oxidado pela enzima colesterol oxidase a colest-4-en-ona e peroxido de hidrogénio. Na
presenca de peroxidase e peroxido de hidrogénio, o fenol e a 4-aminoantipirina sdo oxidados
formando a antipirilquinonimina que tem absortividade méxima em 500 nm (HUANG;
KUAN; GUILBAULT, 1975).

O teor de lactose foi determinado usando o método colorimétrico baseado na reacao
com é&cido picrico (COSTA; DOREA; T.H.M., 1992; PENHA-SILVA et al., 2004). A
solucdo de acido picrico foi preparada a uma concentragdo de 1,6 %, dissolvendo-se 16 g do
acido picrico em 1 L de &gua desionizada, com 22 aquecimento até sua total dissolucdo. A
solucdo foi mantida a temperatura ambiente por alguns dias, até formar cristais, o
sobrenadante foi filtrado e conservado em frasco ambar a temperatura ambiente.

As concentracdes de lactose das amostras de leite foram determinadas pela equacao
de regressdo da reta padrdo de lactose. Em cada experimento foi preparada uma série com 5
tubos de ensaio designados branco, A, B, C e D. A cada um desses tubos foram inicialmente
adicionados 250, 200, 150, 100 e 50 uL de agua desionizada, e depois 0, 50, 100, 150 e 200
pL da solucdo estoque de lactose a 5 g/dL, de tal forma que as concentragdes de lactose
foram, respectivamente, de 0, 1, 2, 3 e 4 g/dL. Em seguida, cada tubo recebeu 4,75 mL da
solucdo de &cido picrico, com agitacdo até obtencdo de uma solucdo homogénea.

Aliquotas de 1 mL foram retiradas de cada tubo e transferidas para outra série de 5
tubos com a mesma identificacdo, utilizando-se ponteiras individuais para cada tubo. A cada
tubo foram entdo adicionados 0,5 mL da solucdo de carbonato de sdédio anidro. Apos
homogeneizacdo das solucdes, os tubos de ensaio foram incubados por 20 minutos em agua
fervente. Depois de resfriamento sob agua corrente, cada tubo recebeu 8,5 mL de agua
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desionizada. Apds homogeneizacdo, as misturas dos tubos A, B, C e D foram analisadas por
espectrofotometria em 520 nm, em um espectrofotdmetro Micronal™, modelo B442, zerado
com a solucdo do tubo branco. Os valores de absorbancia em 520 nm foram locados contra
as respectivas concentracdes de lactose e ajustados, por regressdo linear, a uma reta, aqui
designada como reta padrdo de lactose, com a utilizagdo do programa Origin 6.0 (Microcal,
Inc.).

Foram utilizados tubos de centrifuga, para analise das amostras de leite, sendo que
cada tubo recebia inicialmente 100 pL de leite, 150 puL de agua desionizada e 4,75 mL da
solucdo saturada de &cido picrico. Apds centrifugacdo a 2000 rpm, por 10 minutos, em uma
centrifuga FANEM®, aliquotas de 1 mL do sobrenadante eram transferidas para outra série
de tubos de ensaio, em duplicata, com a mesma identificacdo. A cada tubo dessa série eram
entdo adicionados 0,5 mL da solucdo de carbonato de sddio anidro. Apés incubacdo em
banho de 4gua fervente, por 20 minutos, juntamente com os tubos da série padréo de lactose,
o0s tubos eram resfriados em agua corrente e agregados de 8,5 mL de agua desionizada. Os
valores de absorbancia em 520 nm das solucdes foram lidas, zerado com a solucéo do tubo
branco da série padrao.

As concentracOes de lactose das amostras de leite foram determinadas por
interpolacdo matematica na equacdo de regressdo da reta-padrdo de lactose. Como as
amostras de leite eram inicialmente diluidas de 100 para 250 pL de volume final, cada
concentracdo de lactose obtida foi corrigida para esta diluicdo, utilizando o fator de correcao
de 2,5.

4.7 ANALISE HISTOLOGICA DAS GLANDULAS MAMARIAS

Foi realizada a analise histoldgica das glandulas mamarias de ratas tratadas com a
dose mais ativa de EEVO e de FD. No 20° dia, as ratas foram anestesiadas com ketamina
(75 mg/ kg) e xilazina (10 mg/ kg), sendo decapitadas posteriormente. Trés pares de
glandulas mamarias (inguinal, abdominal e toracica) das ratas lactantes foram removidos e
fixados imediatamente em solucdo a 10% de formalina neutra tamponada. Apds a fixacao,
0s espécimes foram desidratados por meio de imersdo numa série de solugcbes de etanol e
xileno em concentracgdes graduais e crescentes, sendo posteriormente embebidos em parafina
e submetidos a secgdes de Sum no bloco de parafina. Posteriormente, foi realizada a

coloragéo das laminas com hematoxilina e eosina.
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Para o estudo histolégico e morfométrico, foi feita a captura e digitalizacdo de
imagens das laminas no formato TIFF, usando um microscdpio binocular de luz Olympus®
BX-51 (Olympus America Inc., Center Valley, PA, USA) acoplado a uma camera digital de
captura (Olympus® SC30 - 3.3 megapixel CMOS, Japdo), por meio do programa
analySISgetIT (Olympus Soft Imaging Solution®).

Para o estudo histolégico e morfométrico, foi feita a captura e digitalizacdo de
imagens das laminas no formato TIFF. Uma lamina de cada glandula seréa feita, e de cada
lamina foram captadas dez imagens de dez campos aleatdrios, sendo escolhidos por sistema
de varredura, a partir de cada uma das trés zonas localizadas ao longo de um caminho
imaginario orientado num eixo vertical, a partir do centro do mamilo para a margem
esquerda e direita do tecido parenquimatoso adjacente. Foram escolhidos dez campos para
cada aumento (4x, 10x e 20x), totalizando 30 imagens por lamina/glandula para anélise.

A analise histoldgica e morfométrica foi realizada com o auxilio do programa
ImageJ 1.46r (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). Estruturas das glandulas
mamarias foram identificadas. Foi realizada a quantificacdo manual com o auxilio da
ferramenta ROl Manager do numero de l6bulos, alvéolos, ductos e vasos sanguineos por
glandula (10 fotos /campos).

Também foi realizada a relacdo alvéolos-ducto de cada glandula. Para determinar a
diferenca citoldgica das células epiteliais alveolares secretoras, as células foram classificadas
de acordo com o grau de diferenciacdo: Totalmente diferenciada (G3) - muitos vacuolos,
nucleo redondo localizado na regido basal, citoplasma abundante em relacdo ao nucleo,
goticulas de gordura na regido apical; Diferenciagdo intermediaria (G2) — média quantidade
de vacuolos, formato do nudcleo mais irregular, e maior proporcdo nuclear do que
citoplasmatica; Pouca diferencia¢éo (G1) — poucos ou nenhum vacuolo, poucas goticulas de
gordura grandes e espalhadas pela célula, e area relativamente pequena de citoplasma. Além
disso, também foram classificadas como involucdo quando observada a presenca de células
apoptoticas no epitélio ou no limen dos alvéolos, ou presenca de tecido adiposo interlobular
(AKERS, 2017).

4.8 AVALIACAO DAS CONCENTRACOES DE PROLACTINA E OCITOCINA
SERICA, HIPOFISARIA E DA GLANDULA MAMARIA

A dosagem das concentracdes de PRL e ocitocina sérica, hipofisaria e da glandula
mamaria de ratas tratadas com EEVO na dose de 50 mg/ kg foram realizadas. Doze ratas no
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inicio da lactacdo, amamentando de sete a oito filhotes foram utilizadas nesse experimento.
Os animais foram divididos em 2 grupos experimentais, sendo que o grupo 1 recebeu 0,4
mL de &gua destilada (n=6) e o grupo 2 recebeu EEVO 50 mg/kg (n=6). Os animais foram
tratados sempre as 18h, por injecao via intraperitoneal.

As ratas foram sacrificadas no 21° de lactagdo. As 11:30 h as ratas foram separadas
de sua ninhada pelo periodo de 1h; as 12:30 h, retornaram a caixa onde puderam amamentar
os filnhotes durante 30 minutos. As 13h, as ratas foram anestesiadas com uma mistura de
ketamina (75 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e decapitadas em seguida. Apés o sacrificio, foi
feita a coleta de amostras de sangue e a retirada de uma glandula maméria toracica e da
retirada hipofise. Ap6s a coleta do sangue, as amostras foram centrifugadas (1500 x g por
15 min a 4 °C) e o plasma estocado a -70 °C para a posterior analise. A hipéfise foi
armazenada em um eppendorf a -70 °C e a glandula mamaria foi armazenada em tubo falcon,
também a -70 °C, com PBS pH 7.4; 0,03 M; e 10 uL do homogeneizado foi diluido em
tampéo fosfato a 1% de BSA e armazenado a -70 °C (LOMPO-OUEDRAOGO; HEIDE,
2004).

As amostras de plasma, da hipofise e da glandula mamaria toracica foram analisadas
por reacdo imunoenzimatica (ELISA). A dosagem de PRL foi realizada utilizando o kit da
Molecular Innovations® (rat prolactin antigen assay) e a dosagem de ocitocina foi realizada
utilizando o kit Phoenix Pharmaceuticals®, Inc. (oxytocin human, rat, mouse), seguindo o

protocolo do fabricante. Os resultados foram expressos em ng/mL.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism® versio 5.00
(GraphPad®, La Jolla, CA92037, USA) e apresentados como média + erro padrao da média.
Para as variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade das variéncias,
foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunn's. Para as variaveis
que apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade das variancias, foi utilizado o teste
One-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de Dunnet. Nos resultados analisados entre dois

grupos, foi utilizado o teste t-student. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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CAPITULO 1

AVALIA(}AO DA ATIVIDADE GALACTAGOGA DO EXTRATO
ETANOLICO DE Valeriana officinalis LINN E DA SUA FRACAO
DICLOROMETANO, EM MODELO EXPERIMENTAL COM RATAS
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Abstract

Purpose: Valeriana (Valeriana officinalis L.) is a medicinal plant known for its sedative
properties, which is why it is commonly used by lactating women as an alternative to treat
anxiety states, common during breastfeeding. Thus, it was evaluate the galactagogue activity
of the ethanolic extract of V. officinalis (EEVO) and the ethanolic extract of its
dichloromethane fraction (EEFD), in an experimental animal model.

Methods: During 17 days, lactating Wistar rats were treated during by means of
intraperitoneal injection with 0.2 ml of distilled water, group 1, EEVO in doses 12.5; 25, 50;
100 and 200 mg / kg per day, groups 2, 3, 4.5 and 6, respectively and EEFD at doses 25 and
50 mg / kg, groups 7 and 8, respectively. Daily and total weight gain of the litter, estimate
of milk production, biochemical composition of the milk, histological analysis of the
mammary glands (inguinal, thoracic and abdominal) and serum, pituitary and prolactin
concentration in the mammary gland were evaluated.

Results: The group treated with EEVO 50mg/kg obtained the best results for daily weight
gain (17%) and total pups (12%) (p > 0.05). It also showed an increase in the concentration
of proteins (30.57%) and total triglycerides (27.9%) in milk (p > 0.05), as well as higher
concentrations of serum prolactin and in the mammary gland (p > 0.05). There were no
differences in oxytocin levels (p > 0.05). In addition, a decrease in alveolar epithelial cells
in the involution phase was observed (37.8%) (p > 0.05).

Conclusion: Valerian has demonstrated a great potential to be used as a galactagogue
substance. However, further studies should be done to justify its safe use by lactating women
and for the further development of a lactogenic herbal medicine.

Keywords: Valerian, hypogalactia, milk, rats, milk, galactagogue.

Introduction

Breastfeeding provided exclusively until the age of six months and continued for up
to two years or more, together with the gradual insertion of complementary feeding, is one
of the most effective practices to promote health and well-being to the child (1). This type
of nutrition offers several short and long term benefits for both the baby and the lactating

mother (2). Breastfeeding also has economic implications and the increase in its prevalence
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Is associated with a significant reduction in preventable hospital admissions and medical
care costs for both the child and the mother (3)

Hypogalactia, characterized by low production of breast milk, is often the main
reason for early weaning (4), with several reasons for this insufficient production, ranging
from emotional situations of anxiety and stress, premature birth and mother-baby separation
(5), even endocrine disorders such as hypothyroidism, obesity, diabetes and polycystic ovary
syndrome (6).

Many mothers use galactagogues to increase breast milk production. Galactagogues
are medicinal plants, medicines or foods used to facilitate the initiation, maintenance or
increase the production of breast milk (5,7). Synthetic galactogogues like metoclopramide,
domperidone, chlorpromazine and sulpride have several side effects in mothers and babies
(8).

Valeriana (Valeriana officinalis L.), of the Valerianaceae family, is a plant native to
North America, Asia and Europe. Valerian root is one of the most widely used herbal
medicines to treat insomnia due to its sedative and hypnotic properties, but also used as an
anxiolytic for its calming effects (9,10). Due to its mild sedative action, valerian is
commonly used by lactating women to treat common postpartum disorders such as anxiety,
insomnia and depression, replacing stronger sedatives such as benzodiazepines (11-13).
Stress is an inhibitory factor in the release of oxytocin by the neurohypophysis, which can
decrease milk production during breastfeeding (14,15). Despite its use by breastfeeding
women and its calming action, there are no studies evaluating the influence of valerian on
the production of breast milk.

Thus, the general objective of this work was to evaluate the galactagogue activity of
the ethanolic extract of Valeriana officinalis L. roots and its dichloromethane fraction, in an
experimental animal model. Parameters related to litter weight gain, estimated milk
production, breastfeeding time, weight of lactating rats, milk composition, histological
characteristics of the mammary glands and physiological concentrations of prolactin and

oxytocin were determined.

Materials and methods

Preparation of extracts
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Valerian roots were purchased from distributor Nutri Ervas®, (Lot 071300). The
material was subjected to maceration with absolute ethanol, for 72 hours, protected from
light and at ambient temperature. Then, the extract was filtered and concentrated on a rotary
evaporator to eliminate ethanol, thus providing the dry ethanolic extract. A portion of the
ethanolic extract was diluted in 10% ethanol and 90% distilled water (v/v), providing the
ethanol extract of V. officinalis L. (EEVO). The remainder of the dry ethanolic extract was
subjected to fractionation by liquid-liquid extraction using solvents with an increasing
polarity gradient, gave rise to the fractions of hexane, dichloromethane, ethyl acetate and
butanol that were concentrated in a rotary evaporator under reduced pressure until total
elimination of solvents (16). The dichloromethane fraction was subsequently diluted in 10%
ethanol and 90% distilled water, providing the dichloromethane fraction (EEFD).

Preliminary phytochemical analysis by slight layer chromatography

Phytochemical analyses enable the qualitative disclosure of the different classes of
secondary metabolites present in the plant extract, such as polyphenols, tannins, saponins,
flavonoids, steroids and alkaloids (17-19) for analysis by thin layer chromatography (CCD)
following the methodology described by (16).

Phytochemical analysis by gas chromatography coupled to mass spectrometry

Analyses by gas chromatography coupled to mass spectrometry (CG-EM) were
performed in a Shimadzu QP2010SE (GC2010 Plus) apparatus using a fused silica capillary
column Rtx-5MS (30 m; 0.25 mm internal diameter; 0.25 pum) and helium as carrier gas. The
extracts were analysed by gas chromatography coupled to a mass detector (CG-EM). Before
being analysed by gas chromatography, the samples were subjected to derivatization by
silylation.

For this analysis, 2 mg of each sample of the ethanolic extract and fraction of
dichloromethane were weighed in a vial, where they were diluted in 60 pL of pyridine. To
this solution were added 100 pL of the reaction mixture of N, O-Bis (trimethylsilyl)
trifluoroacetamide (BSTFA) containing 1% trimethylchlorosilane (TMCS) (Sigma-
Aldrich®). This mixture was heated at 70 ° C for 30 minutes in a water bath and,
subsequently, 1 puL of each mixture was injected into the CG-EM, in separate applications
(20).
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The temperature used in the analysis in the injector, detector and interface of the CG-
EM system was 290 °C. The initial temperature of the analysis was 80 °C for 5 min,
increasing from 285 °C to 4 °C/min. The final temperature remained at 285 °C for 40 minutes
(20). The mass detector operated with electron impact ionization (70 eV) and mass scanning
between 30 to 600 Da. The identification of the compounds was carried out by comparing
the mass spectra of the samples, with those existing in the bank device data (NIST 08,
FFNSC1.3 and WILEYS8).

Animals

Wistar rats (250-300 g) were maintained in a temperature-controlled room (22+2 °C)
with controlled humidity (50-70%) and a 12 h light/dark cycle. The animals were kept in
polypropylene boxes containing wood shavings at the base of the box with free access to
food (Labina®, Purina) and filtered water. The estrous cycle was determined by vaginal
lavage of all female rats. Vaginal fluid was collected with a plastic pipette containing one
drop of saline solution that was injected, aspirated and placed on the slide for microscopic
viewing. Females were housed for breeding after identifying the proestrus or estrous phase.
Animal care and research protocols were in accordance with the principles and guidelines
adopted by the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA) and were approved
by the Ethical Committee for Animal Research of the Federal University of Bahia, with
protocol number 063/2018.

Extracts application

The experiments were started on the day of the pups' birth. One day after delivery,
the number of pups was adjusted, being four males and four females with similar weight for
each lactating rats. From the third day of experiment, all pregnant rats were treated daily by
intraperitoneal injection with 0.2 ml of distilled water, group 1 (n=8), EEVO in doses 12.5;
25, 50; 100 and 200 mg/kg per day, groups 2, 3, 4.5 and 6 (n=8), respectively and EEFD at
doses 25 and 50 mg/kg, groups 7 and 8, respectively (n=8). All pregnant rats were treated
for 17 days of lactation.

Evaluation of milk yield and the influence of ethanolic extract and dichloromethane
fraction on the pup’s growth
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The lactating rats and pups were weighed at the 4°, 7°, 10°, 13°, 16° and 18° day of
lactation using a precision analytical electronic balance. During the experiment, the pups
were weighed at 12h (P1) and subsequently isolated from their mothers for 4 hours, between
12h and 16h, and weighed again at 16h (P2). Soon after, the pups returned to their mothers
being allowed to breastfeed for one hour. The behaviour of the mothers during lactation was
observed. After one-hour breastfeeding period, the pups were weighed (P3) and returned to
their mothers until the next weighing. The mothers were weighed on the same days as the
pups before and after breastfeeding period. The milk production during the 1-hour
breastfeeding period was estimated by the difference in the weight of the pups from (P3) and

(P2), and this value was corrected by the metabolic weight loss of the pups due to processes

P1-P2
4

such as respiration, defecation and urinary loss following the formula: + (P3-P2). The
daily weight gain of the pups was calculated by the difference in weight between the weights
obtained by P1, divided by the number of days between the weighing intervals. The total
weight gain during the whole experiment was calculated by P3 of the 18" day minus P1 of

the 4™ day of life of the pups.

Composition of milk

On the nineteenth day of the experiment, milk was collected to analyse the
biochemical composition. Before the milk collection started, the lactating rats were separated
from the pups for two hours and after this period they return to their mothers for thirty
minutes. Subsequently, the lactating rats were anesthetized with ketamine (75 mg/kg) and
xylazine (10 mg/kg) by intraperitoneal injection. After the anesthetic effect started, oxytocin
(0.5 1U/ rat, Syntocinon® Sandoz, Brazil) was injected intraperitoneally to stimulate milk
flow. Milk samples were obtained by manual compression of the rat's nipples. Drops were
collected with the aid of micropipettes and emptied in polypropylene eppendorf tubes. The
collected samples were kept at - 70 ° C for further analysis of the milk constituents. The milk
collection time for each lactating rat was approximately 30 min and milking always
happened at 1 pm, to minimize possible daytime variations in the composition of the milk
(21).

The biochemical measurements of total proteins, total lipids, lactose, triglycerides
and cholesterol in milk samples from lactating rats and pups were performed by
spectrophotometry in an automated analyser of the brand Mindray® model BS-120. For the
analyses it was necessary to perform the dilution of the milk in the ratio 1: 5 for the dosages
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of total proteins and cholesterol, 1:20 for the dosage of triglycerides and 1:15 for the dosages
of lactose, being the absorbance values found passed by correction due to this dilution.
Levels of total proteins, triglycerides, cholesterol and lactose were measured by colorimetric
method (22,23). Milk was diluted 1:5 ratio for total protein and cholesterol determination,
1:20 for the determination of triglycerides and 1:15 for the determination of lactose. The
total milk proteins, triglycerides and cholesterol were quantified using the Labtest ®
commercial kit, the results were expressed in g/L. Lactose content was determined using the
colorimetric method based on the reaction with picric acid (24,25). The lactose
concentrations of the milk samples were determined by the regression equation of standard
line (24,25).

Histological analysis of mammary glands

Histological analysis of mammary glands was done as described by Messias et al.
(2018). On the 20™ day, the rats were anesthetized with ketamine (75 mg / kg) and xylazine
(10 mg / kg), being subsequently decapitated. The mammary glands cervical, abdominal and
inguinal from each rat were removed and fixed immediately in 10% neutral buffered
formalin solution. After fixation, the glands were dehydrated by immersion in a series of
ethanol and xylene solutions in gradient and increased concentrations, and then embedded
in paraffin. Sections of 5 um were made in the paraffin block. Subsequently, the glands were
stained with hematoxylin-eosin. For the histological and morphometric study, the images
were captured and digitized from the slides in the TIFF format, using an Olympus ® BX-51
binocular light microscope coupled to an Olympus SC30 digital capture camera — 3.3
megapixels CMOS, by AnalySISgetIT program. A slide of each gland was made, and from
each slide ten images of ten random fields were chosen by scanning system, from each of
the three zones located along an imaginary path oriented on a vertical axis, from the center
of the nipple to the left and right margin of the adjacent parenchymal tissue. Ten fields were
selected for each power view (4 %, 10 x and 40 x), totaling 30 images per slide/gland for
analysis. Histological and morphometric analysis was done with ImageJ 1.46r program.
Structures of the mammary glands were identified and the manual quantification with the
ROI Manager tool was done for lobules, alveoli, ducts and blood vessels per gland. To
determine the cytological differences of the secretory alveolar epithelial cells, the cells were
classified according to degree of differentiation: Fully differentiated (G3)—many vacuoles,

round nucleus located in the basal region, abundant cytoplasm relative to the nucleus, fat
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droplets in the Apical region; Intermediate differentiation (G2)— medium amount of
vacuoles, more irregular nucleus shape and higher nuclear proportion than cytoplasmic;
Poorly differentiation (G1) - few or no vacuoles, few large droplets of fat scattered
throughout the cell and relatively small area of cytoplasm (26). In addition, they were also
classified as involution when observed the presence of apoptotic cells in the epithelium or
lumen of the alveoli (26).

Statistical analysis

The data was analysed using GraphPad Prism® version 5.00 (GraphPad®, La Jolla,
CA92037, USA) and presented as mean * standard error of the mean. For variables that
followed non-normal distribution and homogeneity of variance, the Mann Whitney test was
used. For variables that followed normal distribution and homogeneity of variance it was
used unpaired t test or Oneway ANOVA. When ANOVA resulted in differences, multiple

comparisons among means were studied by Tukey HSD. The significance level was 5%.
Results

Extract and fractions yield

The ethanolic extract of the roots and rhizomes of V. officinalis L. was concentrated,
obtaining the ethanolic extract, with a yield of 4.05% in relation to the weight of roots and
rhizomes of the dry plant (Table 1). Then, 20 g of ethanolic extract was subjected to
extraction by partition, following an increasing gradient of polarity. After evaporation, the
four fractions were obtained with the following yields: 51.12% (hexane), 13.40%
(dichloromethane), 4.37% (ethyl acetate) and 11.23% (butanol); in relation to the weight of

the ethanolic root and rhizome extract.
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Table 1 - Yield of extract and fractions (hexane, dichloromethane, ethyl acetate and butanol)
obtained from roots and rhizomes of Valeriana officinalis L.

Extract / fraction Yield (%)
Ethanolic extract 4.05
Hexane 51.12
Dichlorometane 13.40
Ethyl acetate 4.37
Butanol 11.23

Phytochemical analysis by CCD

Phytochemical analyzes enable the qualitative determination of different classes of
secondary metabolites present in a sample. The analyzes for polyphenols, saponins,
alkaloids, phenolic acids, flavonoids and steroids from the fractions of the ethanolic extract
of Valeriana officinalis L. (hexane, dichloromethane, ethyl acetate and butanol) were
performed (Table 2) and the visualized results are described in Figure 1.

All fractions, with the exception of hexane, tested positive for polyphenols, with the
appearance of greenish spots. Likewise, the dichloromethane, ethyl acetate and butanol
fractions indicated the presence of alkaloids, with reddish-brown spots, with the exception
of the hexane fraction. All fractions tested positive for saponins, through the appearance of
eggplant purple spots. Only the ethyl acetate fraction indicated the presence of tannins, with
the appearance of greenish spots. Only the hexane and dichloromethane fractions tested
positive for steroids, through the appearance of purple spots. Dichloromethane and ethyl
acetate tested positive for flavonoids, through the appearance of fluorescent green spots.
Only butanol tested positive for phenolic acids, through the appearance of fluorescent blue

spots.
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Table 1 - Preliminary phytochemical analysis of the fractions of the ethanolic extract of
Valeriana officinalis L.

Fractions of Valeriana officinalis L.

Compounds

identified Hexane  Dichloromethane Ethyl acetate Butanol
Polyphenols - + + +
Saponins + + + +
Tannins - - + ;
Flavonoids - + + -
Phenolic acids - - - +
Steroids + + - -
Alkaloids - + + +

(+) positive result. (-) negative result.

Figure 1 - Chromatographic plates submitted to phytochemical analysis by CCD for
polyphenols (A), saponins (B), tannins (C), flavonoids (D), phenolic acids (D), phytosterols
(E) and alkaloids (F) from Valeriana officinalis L.
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Phytochemical analysis by CG-MS

The ethanolic extract and the dichloromethane fraction were analyzed by gas
chromatography coupled to a mass detector (CG-EM). The identified substances are shown
in Table 3.

Table 2 - Chemical components (expressed in% of relative area) of the ethanolic extract of
Valeriana officinalis L. and its dichloromethane fraction

Rentention Compounds Ethanolic Dichloromethan
time (min) Extract e
4638 Ethylene glycol - 0.06
5924 Caproic acid - 0.68
6315 2,3-dihydroxybutane - 1.26
6944 Lactic acid 0.44 0.36
9465 2-Methyl-2-hydroxybutanoic acid - 0.99
10594 3-Methyl-2-hydroxybutanoic acid 0.14 1.06
12143 3-Methyl-3-hydroxybutanoic acid 0.20 151
13276 Benzoic acid - 0.26
13484 Succinate acid monoethyl ester - 2.58
14714 Glycerol 3.4 0.16
15808 Butanedioic acid - 0.31
16604 Glycolic acid 0.38 -
16654 Tartaric acid 1.75 1.05
19985 3.4-dihydroxybutanoic acid - 0.16
21748 Malic acid 0.99 2.20
22544 Pyroglutamic acid 1.80 -
27988 Valerenal 0.54 -
34810 Ethyl hexadecanoate 0.50 0.16
36092 Palmitic acid 5.92 -
36990 4-Methoxy-3-hydroxycinnamic 2.20
acid
38446 Ethyl linoleate 1.04 -
39738 Linoleic acid 10.56 -
39893 Linolenic acid 3.66 -
58829 Beta-sitosterol 2.48 -
Identified 31.71 13.77
Carbohydrates 47.78 24.40

Not identified 20.51 61.84
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Evaluation of milk yield and the influence of ethanolic extract on the pups growth

The evaluation of the daily and total weight gain of the pups, as well as the mother's
weight loss during the experiment were evaluated (Table 4). In relation to daily and total
weight gain, pups of mothers treated with EEVVO at dose of 25 mg/kg showed a significant
increase in the average daily weight gain (1.89 + 0.36 g) and total (28.50 = 1.73 g) when
compared to the control group (1.68 £ 0.47 g and 23.47 £ 2.79 g, respectively) (p <0.05). In
addition, pups of mothers treated with EEVO at doses of 50 mg/kg showed a significant
increase in average daily weight gain (1.87 £ 0.45 g) and total (27.30 + 1.98 g) in compared
to the group treated with distilled water (p < 0.05).

The group of pups treated with FD at dose of 25 mg/kg did not show a significant
increase in the average daily weight gain in relation to the control (p > 0.05), while the group
of pups of mothers treated with 50 mg/kg (1.73 = 0.59 g) showed significant increase in the
average daily weight gain when compared to the control group (p < 0.05). Regarding the
averages of total weight gain, the two doses of 25 and 50 mg/kg showed a significant increase
compared to the control group (25.89 £ 1.95 g and 26.55 + 1.90 g, respectively) (p <0.05).

Regarding the average variation in the weight of lactating rats, none of the groups
treated with the different doses of EEVO showed a statistically significant difference
compared to the average weight loss of the control group (p > 0.05). Only the group treated
with FD at a dose of 50 mg/kg showed a significant decrease in weight of lactating rats

compared to the control (p > 0.05).
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Table 3 - Effect of ethanolic extract of Valeriana officinalis L. and dichloromethane fraction
and the influence on daily and total weight gain, estimated milk production, breastfeeding
time and weight loss in lactating rats in 19 days of treatment.

Influence of EEVO on the weight of mother and pups (g)

Daily weight gain of ~ Total weight gain of Lost weight of

Groups

pups pups mother

Control 1.45+0.58 23.75+2.82 -9.35+1.46
EEVO 12.5 mg/kg 1.54 £ 0.38* 22.13+2.54 -8.18 + 4.63
EEVO 25 mg/ kg 1.89 £ 0.36* 2850 £1.73* -6.85 + 5.65
EEVO 50 mg/ kg 1.87 £ 0.45* 27.30 + 1.98* -9.12 +£5.49
EEVO 100mg/ kg 1.79+£0.32 25.12+0.92 -8.98 + 3.94
EEVO 200 mg/kg 1.78+£0.24 25.59 + 1.04 -10.10 £ 4.69
DF 25 mg/kg 1.62 £ 0.68 25.89 + 1.95* -9.42 + 1.53*
DF 50 mg/kg 1.73 £ 0.59* 26.55 + 1.90* -11.02 £ 1.94*

Values expressed as mean + standard deviation, based on n = 6, with 8 pups per litter. * They present
a statistically significant difference in relation to the control group (distilled water) (p <0.05).
Kruskal-Wallis followed by Dunnett's multiple comparison post-test. EEVO: ethanolic extract of
Valeriana officinalis L. DF: dichloromethane fraction.

The estimate of milk production in 1 hour was also evaluated (Table 5). No group
treated with the different doses of EEVO or DF showed a significant increase in the average
milk production estimate when compared to the control group, treated with distilled water
(p > 0.05). As for the average breastfeeding time during the 1-hour period, no significant
difference was found between the groups treated with EEVO and FD compared to the

negative control group, treated with distilled water (p > 0.05).
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Table 5 - Effect of ethanolic extract of Valeriana officinalis L. and dichloromethane fraction
and the influence on estimated milk production and breastfeeding time in lactating rats in 19
days of treatment.

Estimate of milk production  Breastfeeding time (min)

Groups in 1 hour (g)

Control 0,50 £ 0,69 40,89 £ 9,05

EEVO 12.5 mg/kg 0,58 + 0,60 50,64 + 4,97

EEVO 25 mg/ kg 0,64 + 0,59 43,89 + 5,73

EEVO 50 mg/ kg 0,55%+0,49 47,88 £ 4,61

EEVO 100mg/ kg 0,63x0,32 42,33 £ 8,93

EEVO 200 mg/kg 0,63£0,31 39,00 £ 11,47
DF 25mg/kg 0,55+ 0,59 43,89 £ 5,38

DF 50mg/kg 0,59+0,47 4450 + 3,12

Values expressed as mean + standard deviation, based on n = 6, with 8 pups per litter. * They present
a statistically significant difference in relation to the control group (distilled water) (p <0.05).
Kruskal-Wallis followed by Dunnett's multiple comparison post-test. EEVO: ethanolic extract of
Valeriana officinalis L. DF: dichloromethane fraction.

During this breastfeeding period, the mothers' behavior and the appearance of
possible toxic effects of the ethanolic extract were also observed, through the observation of
the presence of piloerection, alteration of the locomotor activity, diarrhea, breastfeeding
posture, organization and maintenance of the nest, collect and lick the pups, and deaths.
However, no changes were observed during the EEVO and FD experiment at any of the

doses tested (data not shown).

Results for analysis of milk composition

The concentration of the major constituents of the milk of rats treated with the most
active doses of EEVO (25 and 50 mg/kg) and dichloromethane fraction (25 and 50 mg/kg)
was evaluated (Table 6). There was a significant increase in the mean total protein
concentration in the groups treated with EEVVO at doses of 25 and 50 mg/kg when compared
to the control group (p <0.05). Likewise, the average concentration of triglycerides in the
milk of the groups treated with EEVO at doses of 25 and 50 mg/kg was significantly higher
when compared to the group treated with distilled water (32.32 £ 6.47 g/L) (p < 0.05).

Through the analyzes performed, a significant increase in the average concentration
of total proteins and triglycerides in milk in the group treated with FD at the dose of 25 and
50 mg/kg when compared to the group treated with distilled water (p < 0.05).
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The concentration of milk cholesterol showed no statistical difference in the means

of test groups when compared to the control group (p> 0.05). Likewise, no significant

changes in the average lactose concentration of milk were demonstrated for the groups
treated with EEVO and FD compared to the group treated with distilled water (p > 0.05).

Table 6 - Concentration of the major constituents of the milk of rats treated with ethanolic
extract of Valeriana officinalis L. and dichloromethane fraction.

Composition of milk

Total proteins Total Total Total Lactose
Groups (g/L) triglycerides cholesterol (g/L)
(g/L) (g/L)

Control 236.75 + 30.18 32.32 £6.47 1.17+0.35 31.56 +4.76
EEVO 25mg/Kg 307.5 £ 92.72* 37.20 £ 6.06* 1.21+0.39 28.91+4.94
EEVO 50mg/Kg 309.2 £ 87.1* 41.35 + 2.89* 1.16 +£0.23 30.44 + 3.56
FD 25mg/Kg 419.8 £ 68.97* 117.4 + 30.04* 1.19+0.40 28.48 + 3.39
FD 50mg/Kg 446.8 + 59.92* 126.7 + 10.50* 1.20+0.25 30.28 + 1.64

Values are expressed as mean * standard deviation, based on n = 6, with 8 pups per litter. * They
present a statistically significant difference in relation to the control group (distilled water) (p <0.05).
Kruskal-Wallis followed by Dunnett's multiple comparison post-test. EEVO: ethanolic extract of
Valeriana officinalis L. DF: dichloromethane fraction.

Histological parameters of the breast glands of rats treated with the most active
ethanolic extract doses of Valeriana officinalis L. dichloromethane fraction.

The histological parameters of the mammary glands of rats treated with doses of 25
and 50 mg/kg of EEVO and FD were evaluated (Table 7). With regard to the average number
of alveoli per mammary gland, the groups treated with EEVO at the dose of 25 and 50 mg/kg
(18.81 + 0.70) did not show statistical difference in relation to the control group, treated with
distilled water (18, 08 £ 2.77) (p < 0.05). In contrast, the mean lobes per mammary gland
were higher for the groups treated with EEVO at the dose of 25 and 50 mg/kg (10.67 + 0.53)
compared to the control group (9.85 + 0.77) (p < 0.05).

Regarding the mean number of alveoli per mammary gland, only the group treated
with FD at a dose of 50 mg/kg had higher means compared to the control (p <0.05). In

relation to the average lobules per mammary gland, only the group treated with FD 50 mg/kg
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showed a higher average compared to the control group (p < 0.05). The group treated with
FD 25 mg/kg showed mean alveoli and lobes similar to the control (p > 0.05).

Only the group treated with EEVO at a dose of 50 mg/kg showed a significant
increase in the mean number of blood vessels per mammary gland (4.95 + 0.33) compared
to the control group (3.89 £ 0.76) (p < 0.05). Regarding the average ducts and the alveolus-
duct ratio per mammary gland, the doses of 25 and 50 mg/kg did not show any significant
difference in relation to the control group (p > 0.05).

The groups treated with FD at doses of 25 and 50 mg/kg showed an average of blood
vessels and ducts per mammary gland in relation to the control group (p > 0.05). Finally, the
alveolus-duct ratio of the glands of the FD groups at doses of 25 and 50 mg/kg did not show

any significant difference in relation to the control group (p > 0.05).

Table 7 — Histological parameters of the mammary glands of rats treated with the ethanolic
extract of Valeriana officinalis L. and dichloromethane fraction.

Components of the mammary glands

Groups Alveoli/MG LobulessMG  Blood vessels ~ Ducts/MG  Alveoli/ducts
IMG

Control 18.08 £ 2.77 9.85+0.77 3.89+0.76 1.59 £ 0.06 11.42 £ 1.92

EEVO 25mg/Kg 18.67 £ 1.72 10.82 £ 0.58* 3.45%0.26 1.60+£0.13 1158+ 1.11

EEVO 50mg/kg 18.81+£0.70 10.67 £ 0.53* 4.95+0.33 1.64 £0.04 11.45+ 041

FD 25 mg/Kg 17.90+ 1.38 10.13+0.45 3.78£0.17 1.60+£0.11 11.21+1.07

FD 50 mg/kg 19.29+1.33* 10.71 £ 0.59* 3.85+0.35 1.62 £0.06 11.96 £ 0.83

Values are expressed as mean + standard deviation, based on n = 6, with 8 pups per litter. * They
present a statistically significant difference in relation to the control group (distilled water) (p <0.05).
Kruskal-Wallis followed by Dunnett's multiple comparison post-test. EEVO: ethanolic extract of
Valeriana officinalis L. DF: dichloromethane fraction.

Stages of alveolar differentiation in rats treated with the most active doses of EEVO
and DF were evaluated (Table 8). Regarding the mean of alveolar cells in stage G1, only the
group treated with EEVO 50 mg/kg showed a significant increase (44.50 + 5.21) compared
to the group treated with distilled water (35.67 = 6.81) (p < 0.05). Regarding the average of
alveolar cells in the intermediate differentiation stage (G2), a significant increase was
observed for the groups treated with EEVO at doses of 25 and 50 mg/kg compared to the
control group (p < 0.05). No fully differentiated cells (G3) were observed in any of the EEVO
and control groups tested. EEVO at doses of 25 and 50 mg/kg demonstrated a significant
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decrease in the mean of involution cells compared to the control group (p < 0.05). Thus, it
can be said that EEVO at doses of 25 and 50 mg/kg showed a delay in the alveolar involution
process by approximately 50%.

Regarding the mean of alveolar cells in stage G1, none of the groups treated with
DF showed a significant increase compared to the control group (p > 0.05). Regarding the
average of alveolar cells in G2 (intermediate differentiation), a significant increase for the
group treated with FD at a dose of 25 mg/kg compared to the control group was observed (p
< 0.05). The group treated with the 50 mg/kg dose did not differ from the control mean for
alveolar cells in the intermediate differentiation stage (p > 0.05). No fully differentiated
alveolar cells (G3) were found in any of the FD dosages and in the control group. As for
cells in involution, FD at doses of 25 and 50 mg/kg showed averages similar to the control

group (p > 0.05).

Table 8 - Differentiation stages of alveolar epithelial cells of rats treated with the most active
doses of ethanolic extract of Valeriana officinalis L. and dichloromethane fraction.

Cell differentiation stage

G1 G2 G3

Groups (Poorly (intermediate (fully Involution
differentiated) differentiation) differentiated)

Control 35.67 +6.81 12.00 +5.88 - 12.33+6.34
EEVO 25mg/kg 31.83+7.45 21.33 +5.99* - 6.83 + 7.59*
EEVO 50mg/kg 4450 + 5.21* 27.83 + 4.45* - 7.67 +2.81*
FD 25mg/kg 36.00 = 5.97 17.67 £ 4.14* - 10.17 + 2.04
FD 50mg/kg 37.00 £2.95 16.67 £ 2.57 - 9.33+1.88

Data presented as an average percentage of the four differentiating classes of mammary glands
treated with distilled water and EEVO at doses of 25 and 50 mg/kg. Group of rats (n = 6). EEVO:
ethanolic extract of Valeriana officinalis L. DF: dichloromethane fraction. (-) did not have fully
differentiated cells.

Concentration of prolactin and serum, hypophysial and occupancy in the breast gland

The PRL concentration in samples of adenohypophysis, serum and thoracic
mammary gland from rats treated with EEVO 50 mg/kg was evaluated (Table 9). The mean
PRL concentration in the adenohypophysis of rats treated with EEVO 50 mg/kg did not show

any significant difference in relation to the control group treated with distilled water (p >
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0.05). Regarding the average PRL levels in the serum and in the mammary gland, lactating
rats treated with EEVO 50 mg/kg showed a significant increase in relation to the control
group (p <0.05).

Table 9 - Concentration of prolactin in samples of adenohypophysis, serum and thoracic
mammary gland of rats treated with ethanolic extract of Valeriana officinalis L.

Prolactin concentration (ng/mL)

Groups Adenohypophysis Serum Mammary gland
Control 19.46 £ 20.12 5.16 £ 2.55 6.50+1.34
EEVO 50 mg/kg 22.14 + 16.63 7.40 £ 1.55* 8.18 £ 2.32*

Values expressed as mean + standard deviation. * They present a statistically significant difference
in relation to the control group (distilled water) (p < 0.05). One-Way ANOVA followed by Tukey’s
multiple comparison post-test. Control: 0.4 mL of distilled water. EEVO: ethanolic extract of
Valeriana officinalis L. (50 mg/kg).

Rats treated with EEVO 50 mg/kg demonstrated a significant decrease in the mean
concentrations of neurohypophysis and plasma oxytocin compared to the negative control
(p <0.05), as described in Table 10. Oxytocin concentrations in the mammary gland samples
were not detectable by the immunoenzymatic reaction kit (ELISA) used.

Table 10 - Oxytocin concentration in samples of neurohypophysis, serum and thoracic
mammary gland from rats treated with ethanolic extract of Valeriana officinalis L. (50

mg/kg).

Concentrations of oxytocin (ng/mL)

Groups Neurohypophysis Serum Mammary gland
Control 0.68 £ 0.04 8.32+1.16 65+14
EEVO 50mg/kg 0.26 £ 0.14* 3.13+0.76* -

Values expressed as mean + standard deviation. * They present a statistically significant difference
in relation to the control group (distilled water) (p < 0.05). One-Way ANOVA followed by Tukey’s
multiple comparison post-test. Control: 0.4 mL of distilled water. EEVO: ethanolic extract of
Valeriana officinalis L. (50 mg/kg).
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Discussion

The root of Valeriana officinalis is the part of the plant that has the compounds
responsible for its sedative and anxiolytic effects (9), consisting of more than 150
components already identified (28). Phytochemical analysis by CCD indicated the presence
of saponins, flavonoids and phytosteroids in the ethanolic extract, and these classes of
compounds have already been related to the galactagogue action of medicinal plants due to
their estrogenic activity and, thus, modulate the production and release of prolactin. (29-32).

Despite the positive results for flavonoids and saponins by phytochemical analysis
by CCD, such compounds were not identified both in the ethanolic extract and in the
dichloromethane fraction in the GC-MS analysis. This may be due to the compounds being
in a concentration not detectable by the chromatograph, or they were not identified by the
program database used to read the chromatogram.

Steroids were identified in the ethanolic extract, and dichloromethane fraction by
phytochemical analysis. In addition, B-sitosterol was also identified in the ethanolic extract
by GC-MS analysis. Some studies report that these compounds have estrogenic effects
because they act as partial agonists at the estrogen receptors ER-a and ER-f in the pituitary
lactotrophic cells, activating the transcription of the PRL gene, and are therefore responsible
for the galactagogue effect of some plants (30,34).

In this study, EEVVO showed better galactagogue activity at doses of 25 and 50 mg/kg,
observed by increasing the daily and total weight of the pups, in relation to the control group.
After the positive galactagogue results obtained with EEVO, dichloromethane fraction was
chosen for biological tests because of presence of saponins, flavonoids and steroids in the
phytochemical study in CCD, and due to its polarity, it facilitated the application in the
chromatograph to identify compounds. Saponins, flavonoids and steroids are chemical
classes that can positively influence lactation.

The FD was tested in the same active doses of EEVO, 25 and 50 mg/kg, showing the
best galactagogue result for the 50 mg/kg dose that showed the greatest daily and total weight
gain, reflecting in the mother's greatest weight loss. Thus, in relation to total weight gain,
EEVO at doses of 25 and 50 mg/kg promoted an increase of approximately 20% and 14.95%,
respectively, compared to control, while FD at doses of 25 and 50 mg/kg showed an increase
of approximately 9% and 11.79% in relation to the control. In relation to percentage of

weight gain, the ethanolic extract showed better results than FD.
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The growth and increase in pups weight gain is directly related to the volume of milk
production and its composition (35). For this reason, several studies have used litter weight
gain to assess milk production over the years (36-38). Thus, we can conclude that EEVO
and FD, have galactagogue activity only by increasing the weight of the litter, even if the
estimated hourly milk production is not increased. This evaluation in one-hour may not
reflect the milk production produced throughout the day, thus, the litter's weight gain is a
better indicator (38).

In a study by Hosseinzadeh (2013), using ethanolic extract of seeds of P. anisum, a
significant increase in daily weight of 16.35% was also observed in the offspring of mothers
treated with ethanolic extract at a concentration of 1 mg/kg, demonstrating the galactagogue
activity of the plant. Mahmood et al. (2012), evaluated the effect of Musa x paradisiaca
flowers extract on the galactagogue activity of lactating rats, and the total weight gain of
50.4% and 67.82% found in doses of 280 and 560 mg/kg, respectively, orally, in relation to
the control.

The groups treated with EEVO (25 and 50 mg/kg) and FD (25 mg/kg) did not present
significant mean weight loss in relation to the control, however they presented an increase
in the total weight gain of the pups, as well as in the concentration of total triglycerides in
the composition of milk (15.10%, 27.94% and 263.24%, respectively). Part of the increased
demand for glucose and lipid components by the mammary gland can also be met by the
increased food intake of the rat (39). Therefore, the increase in food intake during lactation
as a result of high energy requirements associated with the milk synthesis process may have
been offset by the increased consumption of feed offered ad libitum, with no need to
mobilize the body fat reserve.

Only the treated group of lactating rats with FD at a dose of 50 mg/kg lost more
weight than the other groups, a significant 17.9% increase in the average weight loss
compared to the control group. Mammals can lose a significant amount of body fat to
maintain the nutritional needs of their offspring and supply the high energy cost of lactation
(40). This loss occurs through the mobilization of lipids from the adipose tissue, releasing
unesterified triacylglycerides and fatty acids in the blood, these substrates being used for the
synthesis of new lipids by the mammary gland (41). Thus, when dietary intake does not meet
the nutritional requirements necessary for milk production, it is common for lactating rats to

lose weight (39). Thus, this greater weight loss of lactating rats FD 50 mg/kg may be related
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to an increase of approximately 292% in the concentration of total triglycerides in the milk
of this group, which is not compensated or sufficient by the increased feed intake.

Finally, there was no difference in breastfeeding time for groups treated with EEVO
and FD compared to the control group. These data are important, as they demonstrate that
the differences obtained in relation to the pups' weight gain, dam's weight loss and milk
production estimate are not due to longer breastfeeding between groups. A period of normal
breastfeeding is also an important indicator that there were no behavioral changes in the
mother during lactation (42).

In the present study, EEVO at doses of 25 and 50 mg/kg promoted a significant
increase in the averages of total triglycerides (15.10 and 27.94%, respectively) and total
proteins (30.30 and 31.02%). Similarly, FD at doses of 25 and 50 mg/kg promoted a
significant increase in the averages of total triglycerides (263% and 292%) and total proteins
(77.88 and 89.32%). None of the extracts and FD tested showed significant variation in the
levels of lactose and total cholesterol in milk.

Several studies show the direct relationship between the concentration of components
in rat milk and the growth of pups, with proteins and lipids being the components that have
the greatest influence on this growth (36,44,46). Lipids are the macronutrients in greatest
concentration in the milk of rats, being responsible for providing 50% to 60% of the total
calories of milk, with 95% corresponding to triacylglycerols and the remainder to small
amounts of diacylglycerol , phospholipids, non-esterified fatty acids, cholesterol and
cholesterol esters (44).

Among the possible mechanisms of action of galactagogue substances, Rudolph and
co-workers (2011) demonstrated that prolactin can induce the activation of the AKT pathway
in the mammary gland, promoting greater synthesis of milk lipids. Milk proteins are also of
great importance in the growth and development of rat pups (47). Tabares et al. (2014) report
that galactagogues that act as dopaminergic antagonists, increase the release of prolactin,
increase the rates of protein synthesis in milk. Thus, the significant increase in the average
concentration of triglycerides and total proteins in the milk of rats treated with different
doses of EEVO and FD corroborates the increase in total weight gain observed in the
respective litters.

However, the much higher concentrations of triglycerides in the milk of the FD
groups in relation to the EEVO group did not reflect proportionally to the total weight gain
of the litter, which was even lower in the FD groups proportionally in relation to the EEVO
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group. This high content of total lipids in milk may also have made it difficult for pups to
suck milk, justifying the lack of connection between triglyceride concentration and total
weight gain. According to Schwertfeger et al. (2003), the increase of 65 to 70% in the fat
content of milk promoted a reduced growth of the litter, which was associated with the
difficulty in removing adequate quantities of milk by the pups due to the increase in their
Viscosity.

Few studies have demonstrated the influence of galactagogue substances on the
composition of milk macronutrients (49-51). Mills and Bone (2000) reported that the
consumption of Foeniculum vulgare M., which contains galactagogues with estrogenic
activity in its composition, increased milk production and the lipid content in goat's milk.
Abdel-Rahman and collaborators (2016) evaluated the composition of lactating rabbit milk
under the effect of fenugreek seeds, a plant used as a galactagogue, having obtained a higher
concentration of fat, protein and total lactose.

The composition of milk can also be influenced by the appropriate development of
alveolar cells (53,54). Increased amounts of lobules were observed with treatments of EEVO
(25 and 50 mg/kg) and FD 50 mg/kg, and the number of wells increased with the treatment
of FD 50 mg/kg. The synthesis of milk proteins can be synonymous with the adequate
differentiation of secretory cells (55,56), as well as the increase in the number or activity of
alveolar cells is associated with an increase in milk synthesis (57).

Just as milk production depends on the number of mammary epithelial cells, the
secretory activity of these cells can also be assessed through the stage of alveolar involution
(56,58,59). Regarding the stage of alveolar cells, a significant decrease of approximately
50% in the involution averages of the groups treated with EEVO was observed at doses of
25 and 50 mg/kg, respectively, compared to the control, demonstrating that these glands on
the 19" day lactation, where weaning and involution of the gland usually occur, mostly
continue with intermediate, active and secretory differentiation. Thus, treatments with
EEVO and FD demonstrated a histologically more active and secretory gland, with better
lactational performance.

A significant increase of approximately 12% in the mean of blood vessels in the
EEVO 50 mg/kg group was observed in relation to the control group. The synthesis of milk
constituents depends on the absorption of nutrients promoted by the blood flow around each

alveolus (56,60). PRL promotes the expression of vascular endothelial growth factor
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(VEGF) in mammary epithelial cells, promoting the expansion of the gland's vasculature and
thus, offering conditions to maintain its intense metabolism during lactation (61).

In view of the results obtained in the different tests, it was necessary to evaluate the
influence of EEVO on the concentrations of the two lactogenic hormones, prolactin and
oxytocin. The serum, pituitary and mammary gland dosage of this hormone is considered an
effective way to evaluate the performance of lactation and therefore some studies have used
this parameter to analyze the galactagogue activity of drugs and medicinal plants (64-66).
EEVO 50 mg/kg increased PRL concentrations by 43.41% in the serum and by 25.85% in
the mammary gland. PRL acts on alveolar epithelial cells by stimulating the expression of
genes involved in lactogenesis (67), stimulating the synthesis and secretion of the main
constituents of milk, as well as maintaining the activity of breast alveoli (67,68).

PRL acts through a cytokine-type receptor (PRL-R) located on the cell surface, with
the activation of the Janus kinase protein (JAK), triggering the phosphorylation of
transcription factors from the STAT pathway (69). The Stat5 transcription factor activated
by PRL is a central determinant of breast alveolar growth and differentiation, as well as for
the survival of gland cells (68). In addition, PRL promotes the synthesis of proteins such as
[B-casein and enzymes necessary for the synthesis of lactose and triglycerides, involving
quantitative and qualitative changes in the composition of milk (68,70,71). Thus, the result
of increased levels of PRL in the serum and mammary gland of rats treated with EEVO
justifies the increase in triglycerides and total milk proteins, as well as justifying the
mammary gland with more active and secretory histological characteristics.

The main responsible for the increase in prolactin levels caused by EEVO may be
the sterols identified by CCD. Phytoestrogens, such as B-sitosterol, induce biological
responses that mimic the activity of endogenous estrogens by binding to their ER receptors
(72,73). Estrogen is considered a positive regulator of pituitary prolactin secretion and acts
to stimulate prolactin receptor synthesis. In addition, estrogen antagonizes the dopamine-
inhibiting action on PRL secretion by reducing the ability of adenohypophyseal cells to
incorporate dopamine into PRL-secreting granules (74). In addition to the actions described,
estrogen also plays an important role in the development of the mammary gland in the
postnatal period, coordinating proliferation and differentiation through paracrine
interactions (75).

Studies by Badjudar (2015) evaluated the galactagogue activity of the aqueous
extract of Cyperus rotundus Linn, and Lompo-Ouedraogo (2013) evaluated the galactagogue
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activity of the ethanolic extract of Acacia nilotica ssp adansonii in lactating rats. In both
studies, more numerous and active alveoli were observed in breast tissues treated with the
extracts, and these effects were justified by the presence of estrogenic substances in plants,
which act by increasing the release of PRL. Silva et al. (2017), demonstrated that the
ingestion of the infusion of chamomile, with compounds similar to estrogen in low
concentrations together with the abundant intake of water, may have been responsible for
the stimulating effect of milk production, explaining in some way the effect chamomile
galactagogue, but a synergistic effect may also be involved by inhibiting estrogen
metabolism.

Phytosterols can also play a mixed agonistic / antagonistic activity on animal steroid
receptors. Thus, although estrogen has a positive effect in promoting milk synthesis, higher
doses may reduce the sensitivity of the mammary gland receptors to the action of prolactin,
negatively interfering with milk production (33). Since no adverse toxicity effects were
observed in animals treated with EEVO, the presence of p-sitosterol or phytosterols in
ethanolic valerian extract may be the cause of the decrease in galactagogue activity in groups
treated with higher doses of EEVO (100 and 200 mg / kg).

Due to its phytoestrogenic components, valerian is also recommended for the
reduction of symptoms of menopause (76,77). Mirabi and Mojab (2013) demonstrated that
225 mg of Valerian root prescribed three times a day can be considered as a treatment of
choice for reducing hot flashes among postmenopausal women who are reluctant to receive
hormone therapy. A recent 8-week study of 60 postmenopausal women showed a significant
improvement in menopausal symptoms in women who received 530 mg of valerian root
capsules twice daily (76).

The serum levels of oxytocin are related to the volume of milk produced, and its
synthetic form is used as a galactagogue in women who present hypogalactia (81). Treatment
with exogenous oxytocin is also associated with increased milk production in other
mammals (80,82-84). The levels of oxytocin in the neurohypophysis and in the serum of
rats treated with EEVO 50 mg/kg were lower than those in the control group. There may
have been a flaw in the analysis of the quantification of oxytocin explained by its short half-
life, or there really was this reduction that may have occurred due to decreased suction
stimulation of the pups. The immunoassay method used in this study, despite being one of

the most used, still has many limitations that may have influenced the results found (85).
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Stress is an inhibitory factor in the release of oxytocin by the neurohypophysis, which
may decrease milk production during breastfeeding (15,86). Some studies indicate that
stressors in lactating women are associated with lower serum levels of oxytocin (87,88). The
valerenal present in the EEVO has some structural similarity with the valepotriates (presence
of 5 and 6-membered rings), and it is possible that valerenal plays a role in the sedative effect
of Valerian essential oil (89). Thus, the sedative action of valerian could be responsible for
preventing this adrenergic stimulation and preventing the inhibition of oxytocin secretion
(80), being partially responsible for the results found in this study. Thus, other studies on the
effects of sedative and anxiolytic activity of medicinal plants, such as Valerian, on the
production of breast milk should be carried out to elucidate the possible mechanisms of

action.

Conclusion

The ethanolic extract of the root of Valeriana officinalis and the dichloromethane fraction
have galactagogue activity, promoting an increase in litter weight due to increased
concentrations of proteins and triglycerides in the milk, and for maintaining a more active
and secretory mammary gland at the end of the experiment. These effects were probably
induced due to an increase in serum prolactin concentrations and in the mammary gland
promoted by the presence of phytoestrogens in the ethanolic extract. In this way, the Valerian
root has galactagogue activity and is an important natural source for the identification of new
bioactive molecules, and further studies should be carried out to evaluate the mechanisms of

action, as well as the safety of its medicinal use in lactation.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O extrato etandlico da raiz de Valeriana officinalis e a fracdo diclorometano possuem
atividade galactagogas, promovendo o aumento de peso da ninhada devido ao aumento das
concentracdes de proteinas e triglicerideos do leite, e por manter uma glandula mamaria mais
ativa e secretora no final do experimento. Esses efeitos provavelmente foram induzidos
devido a um aumento das concentracGes de prolactina no soro e na glandula maméaria
promovidas pela presenca de fitoestrogenos no extrato etanolico. Deste modo, a raiz de
Valeriana possui atividade galactagoga e € uma importante fonte natural para a identificacdo
de novas moléculas bioativas, e mais estudos devem ser realizados para avaliar os

mecanismos de acdo, assim como a seguranca do seu uso medicinal na lactacéo.
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ANEXO A - Reveladores para CCD

e Ferrocianeto de potassio 1% (m/v) (WAGNER; BLADT. 2001): A solucdo foi
preparada pela dissolucdo de 0.10 g de ferrocianeto de potassio em 10 mL de agua
destilada e foi armazenada a -4°C.

e Cloreto de Ferro 111 2% (m/v) (WAGNER; BLADT. 2001): O reagente foi preparado
pela adicdo de 0.20 g de cloreto de ferro a 10 mL de agua destilada e guardou-se a -
4°C.

e Reagente de Liebermann-Burchard (WAGNER; BLADT. 2001): O reagente foi
preparado pela adicdo cuidadosa de 5 mL de anidrido acético e 5 mL de &cido
sulfarico a 50 mL de etanol. enquanto se arrefece em gelo. O reagente foi preparado
na altura do ensaio. devido a sua instabilidade.

e Reagente de Wagner (BROSSI. 1988): O reagente foi preparado pela dissolucéo de
1 g deiodo e 10 g de iodeto de potassio em 50 mL de agua destilada e pela adi¢éo de

2 mL de &cido acético glacial. O volume foi completo até 100 mL com agua destilada.
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ANEXO B - Comité de ética

Universidade Federal da Baha
Instituto Muitidisc plinar em Sadde - Campis Anisio Telxelra \
g% COMISSAD DE ETICA EM USO DE \NIMAIS (%
(CEUA - IMS/CAT - UFBA) repecd
~“PROJLTO DE . . om ' . san restricdes

Mzmadmmmummmammmxnmouw
com ratas.

Protocolo: 0632018

Pesquisader: Rogiane Yatsuda

Institulglo: Institelo Mulidisciplinar em Sade - Campus Anisio Teiers - UFBA
~ CERTIFICADO

Awaéwnmu-oummu-uacn-mmmomam-mn1
atividade galactagoge do extrato etandiico se Vialerians officinalis, e modelo experimental com ratas, Prokcolo
n* 06372018, 08 pescuisadora Reglane Yatswda, g 100 submatido & avalaclo desta ComissSo, asth de 8cordo Com o8
ummawmwommmn-mwaanamuoma

—CERTECATE

The Commatee onEthics in Animal User (CEUA « IMS / CAT - UFBA) cartiies that the msearch project " Evaluation of the
galactagoguwe activity of the ethanclic extract of Valeriana officinalis, ia an experimental model with rats * Projocol
" 08372018 of M eseacher Reglame Yatsuca who was submitied 10 1w evalustion of #vs Commission is n sccordance
with the ehical prsciples of antmel experimentaton and was spproved al fe 220 ondinary Mesting on VITAZ018

oo Concpaals, "9 ow marco dw 2019,
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Proden Adunimibntoos BERCAT « UTHA (1 sndir )~ R Hominde Tarve, 8 - Quaden 1T - Low 55 - Tbare Cundinn - Wikies de Congpubs - I, - CEF 44009004
Floms Pagec lep foss imania e’ woad coatmaBaln iy
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ANEXO C - Avaliagdo comportamento da rata

Avaliacdo da rata durante a amamentacio

Presenca de piloerecio

1Sim. ( ) Pouco. ( ) Intermediario.( ) Excessivo.
) Nio.

Alteracdo da atividade locomotora

)Sim. ( ) Pouco. ( ) Intermediario( ) Excessivo.
) Nao.

Diarreia

)1Sim. ( ) Pouco. ( ) Intermediario.( ) Excessivo.
) Nio.

Organizacio e manutencio do ninho

Canl T Wl P W e )

) Sim. ( ) Nio.

Recolher e lamber os filhotes

( ) Sim.
( ) N&o. Quantos?

Exclui filhote do minho ( ) Sim. Quantos?
( ) Nao.

Amamentou todos os filhotes ao ( ) Sim.

mesmo tempo? ( ) Nao. Quantos?
OBS.

Tempo de amamentacio

A mie se alimentou e bebeu dgua
durante o periodo

( ) Sim. Tempo:

( ) Nao.

Morte

( ) Sim. Horario:

( ) Nio.




