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RESUMO  
Ao longo dos anos, as plantas medicinais forneceram novas entidades 

químicas com suposto perfil antidepressivo. Considerando a necessidade de 

novos agentes terapêuticos para tratamento de desordens do SNC, pesquisas 

recentes têm evidenciado o potencial dos flavonoides no tratamento dessas 

enfermidades. Neste contexto, insere-se Cecropia pachystachya, que 

apresentou atividade tipo-antidepressiva in vivo a partir da administração do 

extato aquoso de suas folhas. Esta planta contém majoritariamente compostos 

fenólicos, especialmente flavonoides. Esse trabalho teve como objetivo a 

padronização química de uma fração enriquecida em flavonoides C-

heterosídeos de C. pachystachya (FEF-Cp), e a investigação do seu potencial 

tipo-antidepressivo in vivo. Ainda como parte dos objetivos, foi previsto o 

desenvolvimento de micropartículas contendo a FEF-Cp para liberação 

modificada dos flavonoides. A FEF-Cp apresentou teor de flavonoides totais 

cerca de três vezes superior ao extrato hidroetanólico (118,53 ± 2,50 µg.g-1 

expressos em isoorientina) determinado por CLAE/DAD. O perfil de 

flavonoides da FEF-Cp foi caracterizado por CLAE/EM/EM tendo sido 

possível detectar 15 flavonoides glicosídicos diferentes, dentre os quais 

diversos isômeros. A presença de flavonoides do tipo O-glicosil-C-

glicosilflavonoides foi sugerida, sendo também relatado o flavonoide 

vitexina para C. pachystachya. Os estudos de estabilidade demonstraram que 

os flavonoides da FEF-Cp foram resistentes à degradação em condições de 

refrigeração (4oC ± 2oC; 30 dias) e de estabilidade acelerada (40oC ± 2oC e 

75% ± 5% UR), já em condições de estresse (80oC ± 2oC; 30 dias) o teor de 

flavonoides totais permaneceu estável durante cinco dias. FEF-Cp apresentou 

efeito tipo-antidepressivo in vivo no tratamento agudo nas doses de 100 e 50 

mg.kg-1, sendo também capaz de reverter o efeito do modelo do estresse 

crônico moderado na dose de 50 mg.kg-1. Esse potencial tipo-antidepressivo 

foi atribuído a capacidade da FEF-Cp de atuar no balanço oxidativo 

apresentando perfil neuroprotetor em diferentes regiões cerebrais. 

Micropartículas (MCP) de Eudragit RS100 contendo os flavonoides da FEF-

Cp foram preparadas pelo método de dupla emulsão (a/o/a) seguida de 

evaporação do solvente. O sistema MCP1-NaCl apresentou eficiência de 

encapsulação de 69,03 ± 1,14 % e teor de flavonoides de 1,22 ± 0,06 mg/100 

g de micropartículas, além de perfil de liberação lento e contínuo. Por fim, a 

FEF-Cp apresentou atividade tipo-antidepressiva in vivo que foi 

possivelmente atribuída às propriedades antioxidantes e neuroprotetoras de 

seus flavonoides C-heterosídeos, ainda, foi desenvolvido um sistema 

microparticulado contendo a FEF-Cp (MCP1-NaCl) que apresentou 

propriedades físico-químicas consideradas satisfatórias visando a liberação 

controlada dos flavonoides.  

Palavras-chave: Cecropia pachystachya, flavonoides C-heterosídeos, 

atividade tipo-antidepressiva, micropartículas. 
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ABSTRACT 

 

Over the years, medicinal herbs have provided new chemical entities with 

antidepressant profile. The search of new therapeutic agents of CNS 

disorders remains relevant, in this context, recent research has evidenced 

the potential of flavonoids for the treatment of depression. Cecropia 
pachystachya aqueous leaves extract has mainly phenolic compounds, 

especially flavonoids, which presented antidepressant-like activity. The 

aim of this work was to develop and standardize the chemical profile of 

an enriched flavonoid fraction of C. pachystachya (EFF-Cp), and to 

investigate its antidepressant-like potential in vivo. Moreover, it was also 

aimed the development of polymeric microparticles containing EFF-Cp 

for controled relase of flavonoids. EFF-Cp presented total flavonoid 

content higher than the hydroethanolic extract (118.53 ± 2.50 μg.g-1 

expressed in isoorientin) determined by HPLC/DAD. The LC/QTOF 

analysis showed the presence of 15 different glycosidic flavonoids, 

among which several isomers. It was suggested the presence of O-

glycosyl-C-glycosylflavonoids, and reported the flavonoid vitexin for C. 

pachystachya. The stability studies showed that EFF-Cp flavonoids were 

resistant to degradation under refrigeration conditions (4 oC ± 2 oC, 30 

days) and accelerated stability (40 oC ± 2 oC and 75 ± 5% RH). However, 

under stress conditions (80 oC ± 2 oC; 30 days) the total flavonoid content 

remained stable for 5 days. EFF-Cp presented antidepressant-like effect 

(100 and 50 mg.kg-1) in in vivo acute protocol. In addition, EFF-Cp (50 

mg.kg-1) was able to reverse the effect of the chronic mild stress protocol. 

EFF-Cp antidepressant-like effect was associated to its antioxidant 

properties due its ability to act mainly in the oxidative balance and 

neuroprotection of different brain regions. Microparticles of Eudragit 

RS100 containing the flavonoids of EFF-Cp (MCP1 and MCP1-NaCl) 

were prepared by double-emulsion (a/o/a) solvent evaporation. MCP1-

NaCl showed encapsulation efficiency of 69.03 ± 1.14% and flavonoid 

load of 1.22 ± 0.06 mg/100 g of microparticles, and a slow and continuous 

release profile. In conclusion, EFF-Cp presented in vivo antidepressant-

like effect that was probably associated by the antioxidant and 

europrotective proprierties of its flavonoids. Moreover, microparticles 

containing EFF-Cp were developed (MCP1-NaCl) which presented 

satisfactory physicochemical properties aiming controlled release of its 

flavonoids. 

 

Keywords: Cecropia pachystachya, C-glycosylflavonoids, 

antidepressant-like activity, microparticles. 
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APRESENTAÇÃO  

 

A biodiversidade brasileira é uma fonte promissora de inúmeras 

oportunidades para a inovação, especialmente na área de fármacos e 

medicamentos. A exploração desses recursos naturais é uma estratégia 

válida na pesquisa de moléculas ativas para o desenvolvimento de novos 

fármacos, principalmente se considerarmos que produtos derivados de 

plantas medicinais forneceram a base para o desenvolvimento da 

farmacoterapia moderna (NEWMANN; CRAGG, 2007; CRAGG; 

NEWMANN, 2013; NEWMANN; CRAGG, 2016). Como exemplo, 

podem ser citados os fármacos ácido salicílico, atropina, efedrina, 

morfina, digoxina, taxol, vincristina e vinblastina, os quais são de amplo 

uso na prática clínica, e que evidenciam a importância dos produtos 

naturais como fonte de pesquisa para novas alternativas terapêuticas 

(VERPOORTE, 2000; GILANI; RAHMAN, 2005; PATWARDHAN, 

2005; CHATTOPADHYAY; NAIK, 2007). 

Nas últimas décadas, a depressão tem sido reconhecida como um 

importante problema de saúde pública (MESSAOUDI et al., 2008; 

DEAN, KESHAVAN, 2017). O transtorno depressivo maior (TDM) 

exerce profundo impacto na qualidade de vida dos indivíduos e agrega 

relevantes efeitos socioeconômicos (PAPAKOSTAS; IONESCU, 2015), 

ocupando o terceiro lugar entre as principais causas médicas de todo o 

mundo (WHO, 2008; BRAKOWSKI et al., 2017). Outro fato a ser 

destacado é que uma grande parcela dos medicamentos atualmente 

disponíveis para tratamento de desordens no SNC possuem efeitos 

colaterais indesejáveis, como hipotensão e sedação, além de potencial 

para dependência e abuso (FAVA; KENDLER, 2000; NESTLER, et al., 

2002; BROWN et al., 2007; COVINGTON III; VIALOU; NESTLER, 

2010; BAHRAMSOLTANI et al., 2015). Ainda nesse contexto, Lobo e 

colaboradores em 2012 relataram que nenhuma nova classe de 

medicamentos antidepressivos foi introduzida no mercado em mais de 50 

anos (LOBO; NESTLER; COVINGTON, 2012). Dessa forma, a busca de 

compostos com ação no SNC para o tratamento da depressão continua 

atual e relevante (PAPAKOSTAS; IONESCU, 2015; KASTER et al., 

2016). 

Diversos compostos oriundos de plantas medicinais têm 

demonstrado potencial para pesquisa de novas alternativas para o 

tratamento da depressão (BAHRAMSOLTANI et al., 2015). Plantas 

medicinais já são utilizadas para tratamento dessa patologia (EL-ALFY; 

ABOURASHED; MATSUMOTO, 2012), incluindo plantas que 

apresentam composição rica em flavonoides, como as espécies de 
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Passiflora, as quais apresentam evidências científicas que confirmam 

esse potencial (PETRY et al., 2001; SENA et al., 2009; GAZOLA et al., 

2015).  

Os flavonoides são conhecidos por suas propriedades antioxidantes, 

prevenindo o estresse oxidativo, que é considerado uma das causas de 

distúrbios que envolvem o sistema nervoso central (SNC) (GROSSO et 

al., 2013). Pesquisas recentes relataram o potencial dos flavonoides para 

tratamento de patologias do SNC (MESSAOUDI et al., 2008; JÄGER; 

SAABY, 2011; WASOWSKI; MARDER, 2012), especialmente 

considerando os flavonoides do tipo flavona C-glicosídeo (LIU et al., 

2015; LIANG et al., 2016; WANG et al., 2016).  

Cecropia pachystachya Trécul, espécie de estudo da presente tese, 

apresenta distribuição na região sul do Brasil, sendo popularmente 

conhecida como embaúba-prateada (BERG; ROSSELI, 2005). Os 

extratos aquosos de suas folhas, contém majoritariamente compostos 

fenólicos, especificamente ácidos fenólicos e flavonoides glicosilados, 

que frequentemente são relacionados como possíveis responsáveis pelas 

atividades farmacológicas descritas para essas espécies (VELAZQUEZ et 

al., 2003; CONSOLINI et al., 2005; CONSOLINI et al., 2006; 

SCHINELLA et al., 2008; ARAGÃO et al., 2010).  

Recentemente, nosso grupo de pesquisa demonstrou atividade tipo-

antidepressiva para o extrato aquoso de C. pachystachya (GAZAL et al., 

2014). A partir dessa observação, um dos objetivos desta tese é ampliar o 

conhecimento acerca da composição química de C. pachystachya e 

investigar o potencial de uma fração rica em flavonoides dessa espécie 

em modelos de patologias do SNC.  

Outro tópico investigado no presente trabalho contempla O 

desenvolvimento tecnológico de fitoterápicos, sub-área da tecnologia 

farmacêutica aplicada a matrizes vegetais. Nesse contexto, a 

microencapsulação fornece alternativas para manutenção da estabilidade, 

melhora da biodisponibilidade e modulação da liberação no tempo e local 

desejado (PAULO; SANTOS, 2017). A incorporação de ativos oriundos 

de plantas medicinais em microesferas atribui diversas vantagens, já 

tendo sido relatada para alguns metabólitos secundários como rutina, 

camptotecina, quercetina, e extrato de Cynara scolymus, por exemplo 

(SARAF, 2010; ONWULATA, 2012; GUPTA et al., 2015). 

Adicionalmente, o tratamento de doenças crônicas, como a depressão, 

pode ser beneficiado com a possibilidade de modular a liberação do ativo 

(CASOLARO; 2015).  

Dentro desse contexto, os capítulos a seguir irão descrever a 

investigação química de C. pachystachya, com ênfase em flavonoides C-
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heterosídeos e seu potencial antidepressivo in vivo. Ainda, estudos de 

formulação contemplando a microencapsulação dos flavonoides de C. 

pachystachya serão abordados com o objetivo de modular a liberação 

desses compostos. 

A partir dos aspectos citados, o capítulo 1 apresenta a revisão da 

literatura englobando os temas abordados nessa tese, contendo dados da 

literatura para Cecropia pachystachya tais como a descrição da espécie, 

sua composição química e potencial farmacológico. Ainda, foram 

abordados aspectos sobre os flavonoides, especialmente os tipo C-

heterosídeos. A neurobiologia da depressão e a investigação da atividade 

tipo-antidepressiva foram brevemente discutidas. Finalizando, foram 

abordados tópicos que envolvem a tecnologia de sistemas 

microparticulados para liberação de ativos. 

O capítulo 2 contempla o preparo e a caracterização química de uma 

fração enriquecida em flavonoides C-heterosídeos de C. pachystachya 

(FEF-Cp). A padronização da FEF-Cp foi apresentada e discutida, tendo 

sido também avaliado seu potencial no sistema nervoso central. A FEF-

Cp foi avaliada quanto ao seu potencial tipo-antidepressivo in vivo no 

tratamento agudo e em modelo de estresse crônico moderado. 

O trabalho finaliza no capítulo 3 que irá abordar o desenvolvimento 

de micropartículas contendo a fração enriquecida em flavonoides C-

heterosídeos de C. pachystachya visando à obtenção de um sistema de 

liberação controlada com potencial emprego no tratamento da depressão. 

Por fim, foram apresentadas considerações finais contemplando os 

resultados obtidos nesta tese e as conclusões gerais. 
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CAPÍTULO I – REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1 Cecropia pachystachya Trécul 

 

O gênero Cecropia apresenta cerca de 75 espécies, caracterizadas 

como árvores pioneiras de clareiras ou beiras de mata, que vivem 

preferencialmente nas partes úmidas ou semi-úmidas da região 

neotropical (BERG; ROSSELI, 2005; ROMANIUC-NETO; GAGLIOTI; 

GUIDO, 2009). Primeiramente descrito na família Moraceae, as espécies 

desse gênero sofreram diversas reclassificações, as quais passaram desde 

a criação de uma nova família - Cecropiaceae - por volta dos anos 70 

(BERG, 1978), até serem finalmente classificadas na família Urticaceae 

de acordo com suas características morfológicas e filogenéticas 

(SYTSMA et al., 2002). 

As espécies de Cecropia são árvores de médio a grande porte, com 

folhas largas e lobadas, cuja coloração e textura diferem de acordo com a 

espécie. Possuem troncos ocos e segmentados, que acabam por conferir 

alguns de seus nomes populares, como embaúba ou ambay, derivadas da 

palavra tupi “ambaíba”, que significa “tronco oco” (PIO CORRÊA, 1978; 

BERG; ROSSELLI, 2005). No Brasil, diversas espécies estão distribuídas 

desde a região norte, abrangendo a Floresta Amazônica, até as regiões 

Centro-Oeste, Sudeste e Sul (BERG; ROSSELI, 2005). 

Dentre as espécies de ocorrência no país, destaca-se Cecropia 

pachystachya Trécul, a qual é popularmente conhecida como embaúba-

prateada (Figura 1) (PIO CORRÊA, 1978). As árvores dessa espécie 

apresentam cerca de 5 a 8 metros de altura e lâminas de 20-40 centímetros 

de diâmetro. C. pachystachya é uma espécie amplamente distribuída no 

Brasil, desde o limite sul da Bacia Amazônica, até a região central e leste 

do país, estendendo-se até o Paraguai e norte da Argentina. Ocorre em 

áreas florestadas, desde a restinga até o cerrado, sendo característica de 

bordas de mata (ROMANIUC-NETO; GAGLIOTI; GUIDO, 2009). 
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Figura 1: Folha de Cecropia pachystachya, à esquerda face adaxial e a direita 

face abaxial. 

 
Fonte: Flora digital - coleção de imagens de plantas dos Estados do Rio Grande 

do Sul e de Santa Catarina – Fotógrafo Márcio Verdi (2010). 

 

As folhas de C. pachystachya são utilizadas na medicina popular na 

forma de chá para tratamento de problemas respiratórios como tosse, 

asma e como expectorante. São encontrados também relatos de uso para 

o tratamento de doenças do fígado, dores de cabeça, como diurético e 

fortificante do coração (CONSOLINI; MIGLIORI, 2005; COSTA et al., 

2011). 
 

1.1.1 Aspectos biológicos 

 

O gênero Cecropia é amplamente utilizado na medicina tradicional 

sendo que as espécies C. glaziovii, C. obtusifolia, e a espécie em estudo 

no presente trabalho C. pachystachya são as que apresentam maior 

número de trabalhos na literatura. As mais recentes investigações pré-

clínicas de C. pachystachya encontram-se sumarizadas no quadro abaixo 

(Quadro 1). 
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Quadro 1: Atividades farmacológicas descritas para Cecropia pachystachya. 

 

Extrato e/ou 

composto bioativo 
Atividade biológica Referência 

Extrato em hexano/ 

ß-sitosterol 

Anti-inflamatória  

(in vivo) 

HIKAWCVUK et 

al., 1998 

Extrato em etanol/ 

ß-sitosterol e ácido 

tormêntico 

Anti-malárica 

(in vivo) 
UCHOA, 2004 

Extrato aquoso 
Anti-hipertensiva 

(in vivo) 

CONSOLINI; 

MIGLIORI, 2005 

Extrato aquoso 

Cardiotônica 

(ex vivo) 

Sedativa (in vivo) 

CONSOLINI et 

al., 2006 

Extrato em 

diclorometano/ 

ácido pomólico 

Anti-inflamatória  

(in vivo) 

SCHINELLA et 

al., 2008 

Extrato em metanol 
Antioxidante 

(in vitro) 

VELÁZQUEZ et 

al., 2003; 

ARAGÃO et al., 

2010 

Extrato etanólico e 

fração acetato de etila 

Anti-leishmania 

(in vitro) 
CRUZ et al., 2013 

Flavonoides C-

glicosídeos 
Antifouling 

BRANGO-

VANEGAS et al., 

2014 

Fração aquosa a 

partir de extrato 

etanólico 

Tratamento de lesão 

crônica renal (in vivo) 

MAQUIAVELI et 

al., 2014 

Extrato aquoso 
Redução da lesão renal 

(in vivo) 

 MAQUIAVELI 

et al., 2014 

Extrato em metanol 
Anti-inflamatória 

tópica (in vivo) 

PACHECO et al., 

2014 

Extrato aquoso 
Tipo-antidepressiva (in 

vivo) 

GAZAL et al., 

2014 

Extrato aquoso 
Preventiva em 

transtorno-bipolar 

GAZAL et al., 

2015 

Géis contendo extrato 

acetato de etila 

Cicatrizante  

(in vivo) 

DUQUE et al., 

2016 

 

O efeito de C. pachystachya no SNC foi estudado por Gazal e 

colaboradores (2014; 2015). A atividade tipo-antidepressiva foi 

observada para o extrato aquoso de C. pachystachya (EA-Cp) nas doses 
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de 400 e 200 mg.kg-1 em modelo de estresse crônico variado (GAZAL et 

al., 2014). Nesse trabalho, foi relatada a presença de ácido clorogênico e 

dos flavonoides isoorientina, orientina e isovitexina como compostos 

majoritários do extrato avaliado. Adicionalmente, parâmetros de estresse 

oxidativo neurocerebral também foram estudados, tendo sido observado 

o efeito de prevenção da homeostase bioquímica e do dano oxidativo. Este 

efeito foi demonstrado nos parâmetros de peroxidação lipídica e na 

redução do teor total de sulfidrilas e da enzima glutationa peroxidase – no 

hipocampo e no córtex pré-frontal provocados pelo protocolo de estresse 

utilizado. Em um outro trabalho (GAZAL et al., 2015), o EA-Cp também 

apresentou ação preventiva em desordens bipolares por meio da redução 

do dano oxidativo. Foi observado que o pré-tratamento durante 14 dias 

com o EA-Cp (200 e 400 mg.kg-1) apresentou efeito preventivo similar 

ao tratamento com cloreto de lítio (45 mg.kg-1). 

A atividade genotóxica do extrato aquoso de C. pachystachya foi 

observada em tecidos cerebrais de camundongos, mas não foi observado 

potencial mutagênico na medula óssea. Além disso, foi inferido que os 

compostos presentes no extrato aquoso podem ultrapassar a barreira 

hemato-encefálica e agir no SNC. Entretanto, cabe destacar que esse 

estudo foi realizado com doses de 500 – 2000 mg.kg-1, não sendo  testadas 

doses menores (MENDONÇA et al., 2016). 

Esses últimos estudos foram realizados por nosso grupo de pesquisa 

em parceria com pesquisadores de outras IES, e forneceram base 

científica para a continuidade da investigação do potencial de C. 
pachystachya no SNC. 

 

1.1.2 Composição química 
 

Os metabólitos secundários já descritos para C. pachystachya 
incluem terpenos e esteroides (Quadro 2), e diversas classes de compostos 

fenólicos (Quadro 3) tais como ácidos fenólicos, flavonoides, catequinas 

e procianidinas (COSTA et al., 2011). Os quadros abaixo apresentam os 

compostos relatados para a espécie e algumas de suas características 

químicas. 
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Quadro 2: Esteroides e terpenos relatados para Cecropia pachystachya. 

(continua) 

Classe 

ESTEROIDES 

E TERPENOS 

Fórmula 

molecular 

Massa 

molecular 

(g.mol-1) 

Fórmula estrutural 

ß-sitosterol 

 
C29H50O 414,715 

HO  

Sitostenona 

 
C29H48O 412,69082 

O  

Ácido ursólico 

 
C30H50O3 458,725 

HO

OH

 

Ácido pomólico 

 
C30H48O4 472,69972 

HO

HO

OH

 

Ácido 

oleanólico 

 

C30H48O3 456,70032 

HO

OH

 

ɑ-amirina 

 
C30H50O 426,7174 

HO
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Ácido 

tormêntico 

 

C30H48O5 488,69912 

OH

HO

OH

 
Fonte: Adaptado de COSTA e colaboradores (2011). 

 

 

Quadro 3: Compostos fenólicos relatados para Cecropia pachystachya. 

   
 (continua) 

Classe   

COMPOSTOS 

FENÓLICOS 

 

Composto 

Fórmula 

molecular/ 

Massa 

molecular 

(g.mol-1) 

UV 

máximo 

(nm) 

Fórmula estrutural 

Ácidos 

fenólicos 
 

 

Ácido 

cafeico 

C9H8O4 

 
180,15742 

265 

325 

442 

 

HO

HO

OH

O

 

Ácido 

clorogênico 

C16H18O9 

 

354,30872 

265 

325 

 

HO

HO

O

O

OH

OH

O

OH

HO

 

Flavonoides 

 

Orientina 
 

C21H20O11 

 
448,3769 

255 

 267 

293(ombro) 

346 

O

O

O

OH

OH

OH

HO

OHOH

HO

HO

 

Isoorientina 

C21H20O11 

 
448,3769 

242(ombro) 

255 

 271 

 349 

 

O

O

O

OH

OH

OH

HO

HO

HO

OH

OH

 

(conclusão) 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C9H8O4&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C21H20O11&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C21H20O11&sort=mw&sort_dir=asc
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Isovitexina 

C21H20O10 

 

432,3775 

271 

336 

O

O

O

OH

OH

HO

HO

HO

HO

OH

 

Isoquerci-

trina 

C21H20O12 

 

464,3763 

254 

362 

O

O

O

OH

OH

HO

OH

OH

OH

OH

OH

O

 

Procianidinas 

 

(+)-

Catequina 

C15H14O6 

 

290,26806 
280 

 

O

O

OH

OH

HO

OH

OH

 

(+)-

Epicatequina 

C15H14O6 

 

290,26806 
280 

 

O

O

OH

OH

HO

OH

OH

 
 

Procianidina 

B2 

C30H26O12 

 

578,52024 

280 

O

OH

OH

HO

OH

OH

O

O

OH

OH

HO

OH

OH

 

Procianidina 

C1 

C45H38O18 

 

866,77242 

280 

O

OH

OH

HO

OH

OH

O

OH

OH

HO

OH

OH

O

O

OH

OH

HO

OH

OH

 
Fonte: Adaptado de COSTA e colaboradores (2011). 

 

(conclusão) 
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Como descrito anteriormente, C. pachystachya apresenta diversas 

classes de compostos fenólicos que são frequentemente associados às 

atividades farmacológicas descritas para esta espécie. Considerando os 

flavonoides como compostos majoritários do extrato aquoso de suas 

folhas (COSTA, et al., 2011), os próximos tópicos irão compreender uma 

contextualização sobre essa classe de metabólitos secundários bem como 

seu potencial farmacológico no sistema nervoso central. 

 

1.2 FLAVONOIDES 

 

Presentes quase universalmente em folhas verdes, os flavonoides 

apresentam como principal função no vegetal a proteção contra a radiação 

ultravioleta. A resistência dos vegetais a esta radiação, que apresenta 

baixo comprimento de onda (UV-B: 280-315 nm), é relacionada à 

presença desses compostos que atuam como filtros de raios UV, 

conferindo proteção aos tecidos fotossintéticos (HARBORNE; 

WILLIAMS, 2000). 

Amplamente distribuídos em frutas, vegetais, sementes e bebidas, 

como o vinho e chá, os flavonoides estão presentes na alimentação 

humana há mais de quatro milhões de anos (HAVSTEEN, 2002). 

Diversos autores descrevem essa classe de compostos como principal 

fonte de metabólitos nutracêuticos em plantas (GROTEWOLD, 2006). 

Como característica de compostos fenólicos, os flavonoides atuam como 

potentes agentes antioxidantes e quelantes de metais, sendo este potencial 

frequentemente associado às atividades biológicas relatadas para estes 

compostos (HEIM et al., 2002). 

 

1.2.1 Características químicas 

 
Os flavonoides são compostos derivados dos fenilpropanoides, os 

quais são conhecidos como unidades formadoras de compostos fenólicos 

de maior complexidade. A biossíntese nos vegetais ocorre a partir da 

condensação de duas rotas metabólicas, a do ácido chiquímico e da acetil-

CoA, onde, respectivamente, há uma conjugação entre a molécula de 4-

cumaril-CoA com três moléculas de malonil-CoA, originando a chalcona, 

principal composto intermediário da via de biossíntese dos flavonoides 

subsequentes (HARBONE; MABRY, 1982; ZUANAZZI; 

MONTANHA; ZUCOLOTTO, 2017; ANDERSEN; MARKHAM, 

2006). 

O núcleo fundamental dos flavonoides é constituído por 15 átomos 

de carbono que são distribuídos em três anéis A, C e B do tipo C6-C3-C6 
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respectivamente (Figura 2), sendo que as diferenças no estado de 

oxidação do anel C caracterizam as principais classes de flavonoides. A 

variabilidade estrutural entre estes compostos deve-se à estruturação dos 

anéis das agliconas, referente principalmente ao seu estado de 

oxidação/redução, ao seu padrão e posição dos radicais hidroxila, e 

também às diferenças entre os substituintes dos grupamentos hidroxila 

(ZUANAZZI; MONTANHA; ZUCOLOTTO, 2017; HAVSTEEN, 2002; 

GROTEWOLD, 2006). 

 
Figura 2: Núcleo fundamental dos flavonoides e principais subclasses. 

 

 
 

Fonte: Adaptado de Zuanazzi, Montanha e Zucolotto (2017). 

 

Os flavonoides são geralmente solúveis em água, e apresentam-se 

normalmente oxigenados e frequentemente conjugados a moléculas de 

açúcar (heterosídeos). Essa ligação entre o núcleo fundamental, 

denominado genina ou aglicona, e os açúcares, pode ocorrer por meio de 

uma hidroxila, originando os flavonoides tipo O-heterosídeos ou 

diretamente ao carbono do esqueleto básico, gerando os flavonoides tipo 

C-heterosídeos (HARBONE; MABRY, 1982; LIU, 2004). 

 

1.2.1 Flavonoides C-heterosídeos 

 

A primeira descoberta destes compostos ocorreu no século XIX com 

a scoparina em 1851, vitexina em 1898 e saponarina em 1906. Na maioria 

dos casos, os flavonoides C-heterosídeos coexistem com os flavonoides 

O-heterosídeos, e são necessárias técnicas cromatográficas e 
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espectroscópicas específicas que auxiliem na caracterização destes 

compostos (CHOPIN; BOUILLANT, 1975; TALHI; SILVA, 2012). 

Em função de diferenças biogenéticas e estruturais que as diferem 

de outros flavonoides, os compostos C-heterosídeos de núcleo flavona são 

mais abundantes na natureza em relação às demais classes, como 

flavanonas, flavonois, chalconas, antocianinas, proantocianinas e 

isoflavonas por exemplo. Nos flavonoides C-heterosídeos a ligação do 

radical heterosídeo ocorre diretamente no carbono anomérico da aglicona, 

geralmente na posição C-6 ou C-8 do anel A (Figura 3), o que resulta em 

maior estabilidade química e resistência à hidrólise (TALHI; SILVA, 

2012).  

O radical heterosídeo é frequentemente constituído de 

monossacarídeos, embora dissacarídeos e polissacarídeos também sejam 

relatados, os quais estão comumente associados à classe dos O-glicosil-

C-glicosilflavonoides. A unidade do açúcar pode ocorrer de diferentes 

formas (Figura 3), como em cadeias de pentose e/ou hexose, anéis de 

furanose e/ou piranose, com anômeros ɑ ou ß e configurações dextrógira 

(D) ou levógira (L).  Além disso, são encontrados também grupamentos 

acila ligados à molécula de açúcar e/ou diretamente à aglicona, sendo que 

estes últimos constituem a classe dos O-acil-C-glicosilflavonoides 

(TALHI; SILVA, 2012). 
 

Figura 3: Representações químicas das agliconas e radicais C- heterosídeos que 

compõe a classe dos flavonoides C- heterosídeos.  

 

 
Fonte: Adaptado de Chopin & Dellamonica (1988). 
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Os flavonoides C- heterosídeos naturais podem ser divididos em dois 

grandes grupos: agliconas não-hidrolisáveis (mono e di-C-

glicosilflavonoides) e seus derivados hidrolisáveis (O-glicosídeos e O-

acil derivados). Dentre estes estão quatro grupos bem definidos: os mono-

C-glicosilflavonoides, di-C-glicosilflavonoides, O-glicosil-C-

glicosilflavonoides e O-acil-C-glicosilflavonoides (HARBORNE; 

MABRY, 1982; ANDERSEN, MARKHAM; 2006).  

Considerando a maior ocorrência de flavonas glicosiladas, as 

informações a seguir serão direcionadas para os derivados desta aglicona.  

As flavonas monoglicosiladas representam importante esqueleto 

químico e têm sido exploradas devido ao seu potencial biológico tanto de 

suas moléculas naturais quanto de derivados sintéticos e semissintéticos 

(TALHI; SILVA, 2012; SINGH; KAUR; SILAKARI, 2014). Duas 

agliconas são comumente encontradas nessa classe, apigenina (4’,5,7-

trihidroxiflavona) e luteolina (3’,4’,5,7-tetrahidroxiflavona) (Figura 3), as 

quais associadas a radicais glicosideos nas posições C-8 ou C-6 formam 

os isômeros de posição vitexina/isovitexina e orientina/isoorientina, 

respectivamente, que contribuem para a composição química de diversas 

espécies vegetais (TALHI; SILVA, 2012).  

Os di-C-glicosilflavonoides apresentam duas unidades de açúcar 

ligadas à aglicona, normalmente nas posições C-6 e C-8, e, assim como 

nas monoglicosilflavonas, as agliconas apigenina e luteolina são as 

flavonas predominantemente encontradas. Os flavonoides vicenina-2 e 

lucenina-2, que apresentam o resíduo glicopiranosídeo, são descritos com 

frequência entre as espécies vegetais (Figura 4). Outros heterosídeos 

também podem ser citados, como o arabinopiranosídeo que ocorre 

juntamente como o glicopiranosídeo nas posições C-6 e C-8 da apigenina 

formando três isômeros de posição, o isoschaftosídeo, schaftosídeo e 

neoschaftosídeo, assim como os derivados da luteolina, isocarlinosídeo, 

carlinosídeo e neocarlinosídeo (TALHI; SILVA, 2012).  
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Figura 4: Estrutura química dos di-C-glicosilflavonoides vicenina-2 e lucenina-2 

e das respectivas agliconas. 

 
Fonte: Adaptado de Zuanazzi, Montanha e Zucolotto (2017). 

 

No entanto, os flavonoides C-glicosídeos são mais frequentemente 

encontrados na natureza como O-glicosil-C-glicosilflavonoides 

(HARBORNE; WILLIAMS, 2000). Contemplando as duas classes 

anteriormente discutidas, estes compostos apresentam pelo menos uma 

substituição O-glicosídica nas hidroxilas fenólicas da aglicona e/ou 

ligadas às hidroxilas do radical C-glicosídico. Na última década foram 

descritas sete novas flavonas pertencentes a esta classe, sendo diversos 

derivados da apigenina substituídos por novos radicais polissacarídicos 

(TALHI; SILVA, 2012). 

Compreendendo as três classes previamente descritas, os O-acil-C-

glicosilflavonoides apresentam um grupamento acila conjugado ao 

flavonoide C-glicosídeo em qualquer posição. Os grupamentos acetila são 

comumente encontrados em derivados das flavonas e diversos estudos 

indicam a presença de ésteres de acetila ligados aos resíduos glicosídicos 

da C-glicosilflavona (TALHI; SILVA, 2012). 

A identificação dos flavonoides C-glicosídeos tem sido aperfeiçoada 

com o avanço da tecnologia analítica, especialmente na determinação da 

estrutura e orientação (rotâmeros) dos carboidratos. A cromatografia 

líquida de alta eficiência (CLAE) destaca-se como uma relevante 

ferramenta para separação de misturas complexas desses compostos em 

extratos vegetais. Entretanto, a literatura carece de maiores informações 

relativas a esses compostos, visto que a maior parte dos trabalhos utiliza 

apenas a identificação baseada na espectroscopia de ultravioleta, 

enquanto resíduos de açúcares e grupamentos acila não podem ser 

identificados por essa metodologia. Os avanços da cromatografia líquida 

acoplada à detecção por espectrômetria de massas (CLAE/EM) têm 

constituído ferramenta indispensável na resolução de ambiguidades 

estruturais, embora para resolução de estruturas complexas métodos 

espectroscópicos mais sofisticados são necessários. Atualmente a 
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ressonância magnética nuclear (RMN) de uma e duas dimensões (1D/2D) 

é uma ferramenta decisiva para determinação final da estrutura química 

destes compostos (KITE et al., 2006; TALHI; SILVA, 2012). 

  

1.3 ASPECTOS NEUROFARMACOLÓGICOS  

 

1.3.1 Neurobiologia da depressão 

 
Os transtornos de humor estão entre as formas mais prevalentes de 

doenças mentais. A depressão, em especial, já foi descrita há diversos 

milênios, pelo termo melancolia – em grego “bílis negra” – e sua primeira 

descrição documental foi feita por Hippocrates, cerca de 400 a.C. 

(NESTLER; BARROT; et al., 2002). O transtorno depressivo maior 

(TDM), de acordo com a Associação Americana de Psiquiatria, é 

caracterizado como uma doença complexa, multifatorial e heterogênea 

que afeta cerca de 120 milhões de pessoas no mundo (KESSLER; 

BROMET, 2013). Dados de 2010 classificaram o TDM como a segunda 

causa de incapacidade no mundo, correspondendo a 8,2% dos anos 

vividos com essa morbidade (CZÉH et al., 2016).  

A depressão compreende uma síndrome heterogênea de doenças 

com diferentes causas e fisiopatologias. O critério diagnóstico é baseado 

em diversos sintomas, tais como irritação, humor deprimido, baixa 

autoestima, pensamento de culpa/ desesperança/ inutilidade, diminuição 

ou perda de apetite e atenção, insônia, fadiga, pensamentos suicidas, entre 

outros, que perduram por mais de duas semanas levando à perturbação do 

cotidiano (NESTLER; BARROT; et al., 2002). Nesse contexto, o papel 

do estresse merece destaque. A depressão é frequentemente associada a 

uma desordem relativa ao estresse, e existe evidência que episódios de 

depressão ocorrem no contexto de situações de estresse. Entretanto, o 

estresse por si não é suficiente para causar a doença, que deve ser 

considerada uma interação entre pré-disposição genética e fatores 

ambientais. Por fim, é importante destacar que apesar do tema ser 

extensivamente estudado, o processo neurobiológico que leva à depressão 

ainda não é completamente compreendido (CZÉH et al., 2016). 

As principais limitações que envolvem a elucidação dos mecanismos 

neurobiológicos precisos da depressão residem na sua natureza complexa, 

heterogenicidade, e também na associação com outras comorbidades 

psiquiátricas (KRISHNAN; NESTLER, 2008). Evidências crescentes 

sugerem que os transtornos de humor estariam associados a distúrbios no 

circuito de recompensa do cérebro. Esse circuito é responsável por 

orientar a atenção, o consumo de recompensas naturais e garantir a 
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sobrevivência. Alterações estruturais e funcionais nesse circuito estariam 

relacionadas a deficiências comportamentais, como os distúrbios de 

humor (RUSSO; NESTLER, 2013).  

A regulação das emoções é coordenada por diversas regiões 

cerebrais, e diferentemente de outros distúrbios neuropsiquiátricos, como 

as doenças de Parkinson, Huntington, Alzheimer e a esclerose lateral 

amiotrófica, onde as lesões patológicas são identificadas em regiões 

específicas do SNC, não foi possível, até o momento, identificá-las no 

TDM. Nesse sentido, o conhecimento das funções dessas regiões 

cerebrais em condições normais permite inferir quais aspectos podem 

estar relacionados à depressão. O neocórtex e o hipocampo podem mediar 

aspectos cognitivos, como deficiências de memória e sentimentos de 

desesperança, culpa e suicídio. O estriado (especialmente o estriado 

ventral ou o núcleo accumbens) e a amígdala são importantes na memória 

emocional e podem mediar a anedonia, ansiedade e a desmotivação que 

predominam em muitos pacientes. A região do hipotálamo foi relacionada 

aos sintomas neurovegetativos, como a perda de apetite, energia, sono e 

atividades prazerosas (NESTLER et al., 2002).  

As estruturas cerebrais mais estudadas no TDM compreendem o 

núcleo accumbens, hipocampo, amígdala basolateral e córtex pré-frontal. 

De modo geral, alterações estruturais e metabólicas foram identificadas 

no sistema de recompensa em transtornos de humor. Contudo, 

considerando a heterogeinidade da doença, os resultados reportados na 

literatura são frequentemente confrontados no sentido de que, para cada 

achado positivo, relatos opostos ou nulos são descritos, enfatizando a 

atenção o cuidado que deve ser tomada na interpretação desses estudos 

(RUSSO; NESTLER, 2013). 

Apesar de extensa literatura em diversos aspectos dos transtornos de 

humor, a fisiopatologia do TDM permanece imprecisa e ainda não 

existem marcadores bioquímicos específicos para monitoramento clínico 

diário dos pacientes (STRAWBRIDGE; YOUNG; CLEARE, 2017). 

Evidências clínicas sugerem que uma parcela dos pacientes com TDM 

apresenta características semelhantes às de doenças inflamatórias 

crônicas, incluindo marcadores neuroinflamatórios (KUNUGI; HORI; 

OGAWA, 2015). Ainda, a inflamação e o estresse oxidativo parecem 

influenciar significativamente na neuroprogressão da doença, devido à 

observação de níveis elevados desses biomarcadores em pacientes 

deprimidos (BAKUNINA; PARIANTE; ZUNSZAIN, 2015). 

O cérebro apresenta grande vulnerabilidade ao estresse oxidativo, 

devido à sua elevada utilização de oxigênio e consequente geração de 

radicais livres, mas com modestas defesas antioxidantes. Nesse contexto, 
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os mecanismos de estresse oxidativo encontram-se envolvidos na 

patogênese das doenças psiquiátricas. A constituição do tecido cerebral 

rica em lipídios fornece substratos para a oxidação, além do potencial de 

redução de certos neurotransmissores. Além disso, a presença de metais, 

como ferro e cobre, com potencial redox, contribuem para o desequilíbrio 

oxidativo (NG et al., 2008). Desse modo, deficiências nos níveis 

sanguíneos das enzimas antioxidantes: superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), e produtos da peroxidação 

lipídica mais elevados já foram relatados em indivíduos com esta 

patologia (OZCAN et al., 2004; NG et al., 2008; MORETTI et al., 2012).  

 

1.3.2 Tratamento da Depressão 
O tratamento da depressão foi revolucionado há cerca de 60 anos 

com a descoberta dos antidepressivos tricíclicos (imipramina) (Figura 5) 

e dos inibidores da monoamina oxidase (iproniazida). A descoberta de 

que a depressão poderia ser tratada com esses fármacos fornecia um dos 

primeiros indicativos sobre os tipos de modificações químicas no cérebro 

que regulam os sintomas depressivos. Com o avanço dos estudos, foi 

sendo demonstrado que esses fármacos causavam o aumento na 

concentração extracelular de serotonina e noradrenalina na fenda 

sináptica, em função do bloqueio da recaptação ou por inibição da 

monoamina oxidase, principal enzima metabolizadora desses dois 

neurotransmissores, respectivamente (NESTLER; BARROT; et al., 

2002).  

Estas descobertas conduziram ao desenvolvimento dos 

antidepressivos de segunda geração, como os inibidores seletivos da 

recaptação da serotonina (ISRS) (Figura 5), os inibidores da recaptação 

de noradrenalina (IRN) e os inibidores de ambos (IRNS), os quais são 

amplamente utilizados (CZÉH et al., 2016). A hipótese mais aceita sobre 

a neuropatologia do TDM é a do desequilíbrio de monoaminas, que 

enfatiza o papel do distúrbio da neurotransmissão de monoaminas na 

fenda sináptica. Contudo, quase todos os antidepressivos disponíveis 

atualmente possuem o mesmo mecanismo de ação dos antidepressivos 

tricíclicos, baseados em descobertas casuais que ocorreram há mais de 

meio século (CZÉH et al., 2016), fato que gera a mesma eficácia que os 

fármacos mais antigos (NESTLER; BARROT; et al., 2002).  
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Figura 5: Estruturas químicas de fármacos antidepressivos amplamente utilizados 

na prática clínica. 

 

 
Fonte: Adaptado de Rang & Dale (2007) 

 

Apesar das diversas terapias antidepressivas estarem disponíveis 

para o tratamento da depressão maior, apenas cerca de um terço dos 

pacientes com TDM atinge remissão da doença, mesmo quando recebem 

tratamento antidepressivo ideal de acordo com as diretrizes de consenso 

(STRAWBRIDGE; YOUNG; CLEARE, 2017). Ainda, para cerca de dois 

terços dos pacientes, os tratamentos atualmente disponíveis não 

funcionam de forma eficiente, sendo considerados "pacientes resistentes 

ao tratamento". A depressão resistente ao tratamento (TRD) é definida 

como a falha na resposta de um ou mais tratamentos antidepressivos 

padronizados nos parâmetros de dose e duração (PAPAKOSTAS; 

IONESCU, 2015). Neste contexto, o TRD está associado ao aumento do 

comprometimento funcional, morbimortalidade, e episódios recorrentes 

ou crônicos em longo prazo.  Para este grupo de pacientes, terapias 

inovadoras são especialmente essenciais (PAPAKOSTAS; IONESCU, 

2015; STRAWBRIDGE; YOUNG; CLEARE, 2017). 

Os tratamentos atualmente disponíveis apresentam eficácia e 

tolerabilidade limitadas, que incluem diversos inconvenientes como 

retardo no início da ação terapêutica, e efeitos colaterais, que diminuem a 

adesão do paciente (PAPAKOSTAS; IONESCU, 2015). Além disso, são 

observados efeitos adversos anticolinérgicos, interações fármaco-

fármaco e fármaco-alimento (POTDAR; KIBILE, 2011). Considerando o 

transtorno depressivo como uma das doenças de maior prevalência e 
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custo, a necessidade da busca de novas e eficientes alternativas 

terapêuticas é um tema atual e relevante (EL-ALFY; ABOURASHED; 

MATSUMOTO, 2012). 

 

1.3.2.1 Potencial neurofarmacológico de plantas medicinais 

 

As plantas medicinais têm sido utilizadas para tratamento de 

diversos distúrbios psicológicos ao longo do tempo, mas somente nas 

últimas décadas seu papel foi melhor estabelecido, como por exemplo, 

por meio do surgimento de evidências clínicas para os fitoterápicos a base 

da erva-de-são-joão (Hypericum perforatum) e kava-kava (Piper 
methysticum) (SARRIS, 2007). Nesse contexto, o trabalho de revisão de 

El-Alfy, Abourashed e Matsumoto (2012) descreve diversas espécies, que 

encomtram-se em estudos clínicos para tratamento de depressão leve a 

moderada, como o açafrão (Crocus sativus), rodióla (Rhodiola rosea), 

lavanda (Lavandula angustifolia), echium (Echium amoenum), e a 

fórmula chinesa banxia houpu que contém cinco plantas Pinellia ternata, 

Poria cocos, Magnolia officinalis, Perilla frutescens e Zingiber 

officinale.  

Entre as diversas plantas consideradas ativas, um bom número delas 

contém alcaloides, compostos conhecidos por interagirem fortemente 

com receptores no SNC. No entanto, considerando pesquisas mais 

recentes, fica evidente que os flavonoides podem também desempenhar 

um papel importante no sistema de enzimas e de receptores em nível 

cerebral, exercendo diversas atividades no SNC (MESSAOUDI et al., 

2008; JÄGER; SAABY, 2011; WASOWSKI; MARDER, 2012). 

A atividade tipo antidepressiva, investigada em modelos animais, foi 

atribuída aos flavonoides presentes em diversas espécies vegetais, como 

os flavonoides O-glicosídeos liquiritina e isoliquiritina (Glycyrrhiza 
uralensis) (WANG et al., 2008; ZHAO et al., 2008) e o flavonoide C-

glicosídeo isoorientina (Passiflora edulis variedade flavicarpa) (SENA, 

2009). Estudos também evidenciaram atividade neuroprotetora 

relacionada aos flavonoides presentes na dieta humana, advindos de frutas 

e vegetais (YOUDIM et al., 2004). Adicionalmente, estes compostos 

foram indicados como sendo os possíveis responsáveis pelas atividades 

sedativas de diversas espécies como Valleriana wallichii, V. officinalis 

(FERNÁNDEZ et al., 2005), e para o gênero Passiflora (PETRY et al., 

2001; SENA et al., 2009; GAZOLA et al., 2015). 

Os produtos naturais representam uma fonte viável e ainda pouco 

explorada para a pesquisa de novos agentes terapêuticos, especialmente 

considerando enfermidades do SNC (EL-ALFY; ABOURASHED; 
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MATSUMOTO, 2012). Como exemplo pode-se citar os relatos da 

atividade neurofarmacológica de três espécies de Cecropia. 

O extrato aquoso das folhas de C. obtusifolia apresentou efeitos 

depressores e analgésicos em camundongos, tendo sido observada 

diminuição na capacidade exploratória e evasiva, além de promover 

incoordenação motora e efeito relaxante muscular (PÉREZ-GUERRERO 

et al., 2001). O extrato aquoso de C. glaziovii não demonstrou efeitos 

ansiolíticos em ratos após tratamento agudo. Esta atividade somente foi 

observada após tratamento sub-crônico, sendo a fração butanólica 10 

vezes mais ativa do que o extrato aquoso (ROCHA et al., 2002). Em outro 

estudo dos mesmos autores, foi observada a atividade tipo-antidepressiva, 

e os ensaios biomonitorados ex vivo e in vitro mostraram que este efeito 

estaria relacionado com o bloqueio da recaptação de monoaminas, 

especialmente noradrenalina, sendo os compostos catequina, procianidina 

B2 e procianidina B3 relatados como os mais ativos (ROCHA et al., 

2007). 

Especificamente para a espécie em estudo desta tese, C. 

pachystachya, trabalhos na literatura descrevem efeitos no SNC para o 

extrato aquoso de suas folhas. Consolini e colaboradores (2006) 

observaram efeito sedativo em camundongos que não foi antagonizado 

após administração de flumazenil. Mais recentemente, Gazal e 

colaboradores (2015) relataram o efeito preventivo de transtornos 

bipolares em ratos, sendo que o extrato aquoso avaliado atuou 

principalmente na redução do episódio de relapso e no dano oxidativo 

associado à fase de mania do transtorno bipolar. 

Por fim, cabe destacar que em um trabalho realizado em parceria 

com nosso grupo de pesquisa foi detectado efeito tipo-antidepressivo do 

extrato aquoso de C. pachystachya (GAZAL et al., 2014), conforme 

previamente mencionado. 

 

1.3.2.2 Modelos animais para pesquisa de alternativas terapêuticas  

 

Os modelos in vivo para estudo da depressão incluem desde 

manipulações genéticas até agentes estressores ambientais, ou ainda a 

combinação de ambos, visando produzir fenótipos animais que simulem 

os sintomas de pacientes deprimidos. Esses modelos são utilizados para 

estudar os mecanismos biológicos que compreendem tais sintomas 

eespecialmente para investigar novas estratégias de tratamento 

(NESTLER; GOULD; et al., 2002).  

A utilização dos modelos in vivo permite a investigação dos circuitos 

neurais assim como das vias moleculares e celulares em um ambiente 
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controlado (WANG et al., 2017). Os protocolos descritos são 

estabelecidos com base em três conceitos básicos: validade aparente 

(fenótipo semelhante ao dos seres humanos que apresentam a doença), 

validade de construto (processos que resultam na patologia humana são 

abordados no modelo) e validade preditiva (sensibilidade à intervenções 

farmacológicas e não-farmacológicas efetivas em humanos) (NESTLER; 

HYMAN, 2010). 

Os métodos para avaliação de mudanças comportamentais são 

fundamentais em modelos de depressão, sendo avaliados aspectos 

cognitivos e emocionais, como comportamento de desespero, 

desesperança, sintomas de ansiedade e anedonia (WANG et al., 2017). Os 

modelos usualmente utilizados para avaliação de fármacos com potencial 

antidepressivo são relatados no quadro 4. 
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Quadro 4: Modelos animais usualmente utilizados para avaliação de fármacos 

com potencial antidepressivo. 

Modelo 

 animal 

Sintoma 

simulado do 

TDM 

Vantagens Desvantagens 

Teste do nado 

forçado 
Desespero 

Fácil; baixo custo; 

simples para triagem 

de fármacos. 

Validade baixa; alta 

variabilidade 

dependente de fatores 

(temperatura e 

profundidade da água, 

tamanho do cilindro) 

resultados influenciados 

por dificuldades 

motoras. 

Teste de 

suspensão pela 

pata 

Desespero 

Baixo custo; simples 

para triagem de 

fármacos. 

Utilizado somente para 

camundongos; 

resultados influenciados 

por dificuldades 

motoras. 

Teste do campo 

aberto 

Ansiedade. 

Atividade 

motora e de 

locomoção. 

Fácil; baixo custo; 

simples para triagem 

de fármacos. 

 

Não é específico para 

depressão, somente 

ansiedade. 

Teste de 

preferência à 

sacarose 

Anedonia 

Baixo custo; simples 

para triagem de 

fármacos. 

 

As metodologias de 

pesagem e medida 

podem variar entre 

protocolos. 

Bulbectomia 

olfatória 

Anedonia. 

Redução dos 

níveis de 

serotonina no 

cérebro. 

Apresenta diversas 

alterações 

neurobiológicas para 

investigação dos 

mecanismos dos 

antidepressivos. 

Irreversível; requer 

extração cirúrgica do 

bulbo olfatório. 

 

Estresse crônico 

moderado  

Anedonia. 

Diminuição da 

sensibilidade 

aos estímulos de 

recompensa. 

Altamente validado; 

alterações fenotípicas 

(comportamentais e 

fisiológicas) ao longo 

do protocolo; 

recomendado para 

triagem de fármacos. 

Protocolo longo e 

complexo. 

Fonte: Adaptado de Wang e colaboradores (2017). 
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Entre os modelos que envolvem protocolos de estresse, o modelo do 

estresse crônico moderado (ECM) é extensivamente validado e realista, 

baseado em um sintoma do TDM, a anedonia (em humanos) e o 

comportamento tipo-anedônico (em animais). O ECM envolve exposição 

dos animais a uma série de agentes estressores moderados - privação de 

água/comida, interrupção do ciclo claro-escuro, isolamento social, entre 

outros - de modo imprevisível, durante o período de 10 dias até oito 

semanas (HILL et al., 2012). O paradigma do estresse induz efeitos de 

longa duração nos parâmetros comportamentais, neuroquímicos, 

neuroimunes e neuroendócrinos, que se assemelham às disfunções 

observadas em pacientes deprimidos. Ainda, cabe destacar que o 

comportamento tipo-anedônico e o déficit no mecanismo de recompensa 

podem ser revertidos por tratamento antidepressivo crônico, mas não 

agudo (CZÉH et al., 2016). 

 

1.4 TECNOLOGIA DE SISTEMAS MICROPARTICULADOS PARA 

LIBERAÇÃO DE ATIVOS 

 

A tecnologia de microencapsulação é explorada em diversas áreas, 

como nas indústrias têxtil, de alimentos e eletrônica, por exemplo. 

Entretanto, o setor farmacêutico representa 68% de sua aplicação 

(PAULO; SANTOS, 2017).  

Caracterizadas por serem sistemas micrométricos (1-1000 μm), as 

micropartículas são capazes de promover uma liberação sustentada, 

modificada ou controlada de um composto bioativo (FREITAS, 

MERKLE; GANDER, 2005). Esses sistemas são extensamente 

investigados no âmbito da administração por via oral (KUMAR et al., 

2006; BUILDERS et al., 2008; SANTOS, 2012; SUKSAMRAN et al., 

2013). 

A microencapsulação pode exercer papel de proteção a compostos 

lábeis, antes e depois da administração, ou ainda até atingirem sua ação 

farmacológica, sendo que características específicas destes sistemas 

podem ser adaptadas com o objetivo de diminuir o efeito que o trânsito 

intestinal exerce sobre estas, podendo permitir a redução da frequência de 

doses. Estes sistemas apresentam como grande vantagem a versatilidade 

na liberação do ativo, oferecendo alternativas para modulação da taxa de 

liberação, liberação precisa de baixas doses de fármacos potentes, e até 

redução da concentração do fármaco em outros locais que não os órgãos 

ou tecidos alvo (BERKLAND et al., 2002; SILVA et al., 2003). 

Outros aspectos a serem considerados se referem às modificações 

das características morfológicas. A redução no tamanho de partícula 
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promove o aumento da área de superfície do sistema, aumentando sua 

reatividade com membranas biológicas (AULTON; TAYLOR, 2013). 

Nesse sentido, partículas menores apresentam maior retenção no trato 

gastrointestinal, sendo que tamanhos inferiores a 50 µm são considerados 

ideais para interação com as mucosas gastrointestinais (GOTO et al., 

2006). 

De acordo com a sua constituição, os sistemas microestruturados 

podem ser classificados em microesferas, sistemas matriciais nos quais o 

fármaco se encontra uniformemente disperso e/ou dissolvido numa rede 

polimérica, e microcápsulas, sistemas reservatório constituídos por um 

núcleo rodeado por uma membrana ou revestimento. Em uma 

comparação direta entre os sistemas unitários e as microestruturas, essas 

podem permitir uma rápida e uniforme distribuição pelo trato 

gastrintestinal, menor variação na biodisponibilidade e no risco de 

toxicidade, além da possibilidade de ajuste de dose (SILVA et al., 2003).  

Atualmente, a microencapsulação é utilizada no setor farmacêutico 

para o desenvolvimento de sistemas de liberação modificada (SLM), com 

os objetivos de introduzir no mercado produtos inovadores que buscam 

adequar o ativo para a via de administração, modular a liberação para o 

local específico e prolongar o tempo de meia-vida, fatores que contribuem 

para maior adesão do paciente. Para o SLM ser considerado eficiente, o 

mesmo deve permitir que o ativo alcance e permaneça no local alvo no 

período desejado (PAULO; SANTOS, 2017). Nesse sentido, certos 

aspectos devem ser considerados no preparo de sistema 

microestruturados, como (i) eficiência de encapsulação, (ii) estabilidade 

do ativo durante o preparo e armazenamento (iii) fácil administração na 

via escolhida, (iv) liberação controlada que alcance níveis terapêuticos e 

mínimos efeitos colaterais (TRAN; BENOIT; VENIER-JULIENNE, 

2011).  

A determinação do tamanho de partícula exerce influência na 

distribuição do ativo dentro da microestrutura e, consequentemente, no 

perfil de liberação. Em microesferas pequenas (10 – 20 µm) geralmente 

o fármaco se apresenta homogeneamente distribuído, e nessas partículas 

são visualizados perfis de liberação mais rápidos devido à maior área 

superficial (KLOSE et al., 2006). Por outro lado, em partículas de 

tamanho superior a 40 µm, os fármacos hidrofílicos apresentam a 

tendência de se distribuir próximo à superfície, já os ativos lipofílicos se 

deslocam em direção ao núcleo do sistema. Considerando o perfil de 

liberação nas micropartículas de núcleos maiores, uma liberação mais 

lenta é observada devido ao maior tamanho da via de difusão dentro da 

partícula e à diminuição do gradiente de concentração do ativo, e como 
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estágio final, a degradação da matriz microestruturada também contribui 

para modulação do perfil de liberação (TRAN; BENOIT; VENIER-

JULIENNE, 2011). 

De modo geral, a solubilidade do ativo exerce influência no perfil de 

liberação do sistema. Ativos lipofílicos apresentam liberação 

frequentemente condicionada à erosão do sistema, levando ao maior 

controle da taxa de liberação. Porém, para fármacos com características 

hidrofílicas, mecanismos de difusão são usualmente observados. Nesse 

contexto, é comum que formulações contendo ativos hidrofílicos 

apresentem efeito tipo burst, sendo visualizada uma liberação inicial 

rápida em um curto período de tempo, previamente à liberação controlada 

do sistema (MADERUELO; ZARZUELO; LANAO, 2011).   

A metodologia geralmente utilizada para microencapsulação tem 

como base a emulsificação, na qual gotículas de solvente orgânico 

contendo o polímero e ativo solubilizados formam microesferas a partir 

da eliminação do solvente. Embora nesse método seja relatada a obtenção 

de elevada eficiência de encapsulação para moléculas lipofílicas, a 

encapsulação de ativos hidrofílicos se configura um desafio, 

considerando que o ativo tende a difundir da fase polimérica para a fase 

externa previamente à solidificação da micropartícula, levando à baixa 

eficiência de encapsulação (RAMAZANI et al., 2016). 

Diferentes estratégias podem ser aplicadas para diminuir o efluxo 

dos fármacos hidrofílicos para a fase aquosa externa. No sistema de dupla 

emulsão (a/o/a) por exemplo, a estabilização da emulsão primária (a/o) é 

um fator importante para encapsulação do ativo, e pode ser aumentada 

com a adição de tensoativos como o PVA. Entretanto, esses agentes 

emulsionantes também podem contribuir para o aumento da solubilidade 

do ativo, contribuindo no efluxo do mesmo para a fase aquosa externa. O 

aumento da pressão osmótica do sistema pela adição de diferentes sais 

como NaCl, NaBr, NaSCN, NaClO4, Na2SO4, na fase aquosa externa 

também é relatado na literatura (RAMAZANI et al., 2016). 

Santos (2012), ao avaliar o efeito do aumento progressivo da pressão 

osmótica sobre as características de microesferas de PLGA contendo 

extrato padronizado de Cecropia glaziovii, observou a formação de 

micropartículas de superfície lisa e compacta com pouca porosidade, 

além de redução do tamanho comparado ao sistema sem adição de 

NaCl na fase aquosa externa da emulsão. Foi descrito também o 

aumento da eficiência de encapsulação, e maior controle de liberação 

in vitro. 
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1.4.1 Aspectos gerais na preparação de sistemas microparticulados 

 

Diversos aspectos podem afetar as propriedades físicas das 

micropartículas, especialmente a natureza dos materais, parâmetros 

utilizados no preparo dos sistemas e condições de operação. Os principais 

fatores são apresentados na figura 6.  
 

Figura 6: Fatores que influenciam as propriedades das micropartículas. 

 

 

PROPRIEDADES 

DOS MATERIAIS 
PARÂMETROS 

CONDIÇÕES 

OPERACIONAIS 

Fase dispersa: 

polímero, solvente, 

fármaco. 

Fase dispersa: 

viscosidade, volume, 

quantidade de fármaco. 

Velocidade de agitação 

Temperatura 

Pressão 

Fase contínua: 

surfactante. 

Concentração do 

surfactante. 

Tipo de agente 

emulsionante 

 

 

PROPRIEDADES DAS MICROPARTÍCULAS 

Tamanho médio e distribuição de tamanhos 

Morfologia da superfície 

Estrutura interna 

Eficiência de encapsulação 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Li e colaboradores (2008). 

 

O tamanho e a distribuição de tamanho das micropartículas também 

são diretamente infuenciados pelo tipo de polímero, solvente e técnica 

utilizada. De modo geral, para todos os processos envolvendo polímeros 

pré-formados, o estágio inicial é estabelecido pela formação da gota da 

emulsão que define o tamanho e a distribuição de tamanhos das 
micropartículas resultantes (TRAN; BENOIT; VENIER-JULIENNE, 

2011). Diversos processos são utilizados para formação da gota, como 

homogeinização, sistema rotor-estator (Ultraturrax®), ultrassom e 

atomização por aspersão (Spray-Dryer), por exemplo (FREITAS, 

MERKLE; GANDER, 2005; LI; ROUAUD; PONCELET, 2008). 

PERFIL DE LIBERAÇÃO 

DO FÁRMACO 
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Embora essas metodologias sejam relativamente fáceis, a formação das 

gotas pode ocorrer de forma aleatória levando a uma ampla distribuição 

de tamanhos. Por isso, o controle da formação da gota é importante para 

obtenção de um sistema microparticulado monodisperso (TRAN; 

BENOIT; VENIER-JULIENNE, 2011).  

Nesse trabalho, a técnica de dupla emulsão seguida de extração do 

solvente foi selecionada para encapsulação da FEF-Cp, e dessa forma, os 

seguintes tópicos abordarão maiores detalhes no contexto dessas 

metodologias. 

 

1.4.1.1 Metodologias 

A escolha da técnica para microencapsulação deve levar em 

consideração as características físico-químicas do ativo, como a 

solubilidade e estabilidade. Para preparação dos sistemas micrométricos 

são descritas diversas técnicas, de escala laboratorial a industrial, que são 

baseadas em modificações de três metodologias básicas: a coacervação 

fundamentada na separação de fases, secagem por aspersão (spray-

drying) e extração/evaporação do solvente (FREITAS, MERKLE; 

GANDER, 2005; DALMORO et al., 2012). 

A técnica de emulsão seguida de evaporação do solvente tem sido 

amplamente descrita (IQBAL et al., 2015). A escolha do método para 

obtenção de uma encapsulação eficiente é condicionada à solubilidade do 

ativo. Fármacos hidrofóbicos ou pouco solúveis em água são 

frequentemente encapsulados via emulsão simples (o/a), que consiste em 

quatro etapas: (i) dissolução do ativo e do polímero no solvente orgânico; 

(ii) emulsificação da fase orgânica, denominada de fase dispersa, na fase 

aquosa, denominada fase contínua; (iii) extração do solvente da fase 

dispersa pela fase contínua, e em seguida de evaporação do solvente, 

levando à transformação das gotas dispersas em partículas sólidas; e por 

fim, (iv) recuperação e secagem das microesferas para eliminação de 

solventes residuais (LI; ROUAUD; PONCELET, 2008). 

Entretanto, o método anteriormente descrito não é adequado para 

ativos hidrofílicos, considerando principalmente que a baixa solubilidade 

em solventes orgânicos e/ou possibilidade de difusão do ativo para a fase 

contínua durante o processo de emulsificação, resulta em uma baixa 

eficiência de encapsulação do sistema. Para ativos de caráter hidrofílico 

são descritas quatro alternativas apresentadas no quadro 5 (LI; 

ROUAUD; PONCELET, 2008). 
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Quadro 5: Métodos para microencapsulação de ativos hidrofílicos. 

 

MÉTODO PRINCÍPIO 

Emulsão simples (o/a) 

método de dispersão 

O ativo na forma sólida é disperso em solução 

contendo polímero e solvente orgânico. 

Emulsão simples (o/a) 

com adição de co-

solvente 

Adição de um segundo solvente orgânico para 

solubilização do ativo. 

Emulsão simples (o/o)  
A fase aquosa é substituída por uma fase oleosa, 

como óleo mineral. 

Dupla emulsão (a/o/a) 

A solução aquosa contendo o ativo é emulsionada 

na fase orgânica (a/o), e essa emulsão primária é 

redispersa em uma segunda fase aquosa formando 

a dupla emulsão (a/o/a). 

 Fonte: Adaptado de Li e colaboradores (2008). 
 

O método de dupla emulsão apresenta grande capacidade de 

encapsulação de ativos hidrofílicos, incluindo proteínas e peptídeos. Essa 

metodologia apresenta como vantagens a possibilidade de controle dos 

parâmetros do processo e a capacidade de reprodução a partir de 

ferramentas simples. Na dupla emulsão (a/o/a), a fase aquosa interna é 

separada da externa por uma camada oleosa (GIRI et al., 2013). A figura 

7 ilustra o preparo de micropartículas por dupla emulsão seguida de 

evaporação do solvente. 
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Figura 7: Representação da preparação de micropartículas por dupla emulsão 

seguida de evaporação do solvente. 

 
 

A fase aquosa interna contendo o ativo dissolvido ou suspenso (FA1) é 

emulsionada na fase orgânica contendo o polímero dissolvido (FO) formando a 

emulsão primária (a1/o). A emulsão primária é redispersa em uma segunda fase 

aquosa, denominada fase aquosa externa (FA2), contendo agente emulsificante 

para formar a dupla emulsão (a1/o/a2). A remoção do solvente orgânico leva à 

solidificação das micropartículas.  

Fonte: Adaptado de Giri e colaboradores (2013). 

 

A etapa de evaporação do solvente segue dois processos de 

transferência de massa (Figura 8). Na primeira, ocorre a difusão do 

solvente contido nas gotas da fase dispersa para a fase contínua (F1), e em 

seguida o solvente difunde na fase contínua e evapora para o ambiente 

(F2). A solidificação das micropartículas ocorre simultaneamente à 

evaporação do solvente (LI; ROUAUD; PONCELET, 2008). 
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Figura 8: Representação da difusão e evaporação do solvente no método de 

emulsão/evaporação na preparação de micropartículas. 

 

 
Fonte: Adaptado de Li e colaboradores (2008). 

 

Após a solidificação, as micropartículas podem ser separadas por 

filtração ou centrifugação, e devem ser realizados procedimentos de 

lavagem para retirada de resíduos de tensoativo. Finalmente, as 

micropartículas podem ser submetidas à secagem por liofilização, por 

exemplo (GIRI et al., 2013). 
 

1.4.1.2 Materiais  

Tendo em vista os diversos aspectos demonstrados na figura 6, a 

escolha das metodologias assim como dos materiais a serem utilizados na 

preparação dos sistemas micrométricos deve ser investigada. Na fase 

dispersa, a escolha do polímero deve considerar o perfil de liberação 

desejado, que é essencialmente determinado pelas propriedades físicas do 

polímero (LI; ROUAUD; PONCELET, 2008). Além disso, a via de 

administração, e a quantidade de polímero por dose a ser administrada, 

também devem ser observadas (WHISCHKE; SCHWENDEMAN, 

2008). 

Para preparação de micropartículas no âmbito farmacêutico diversos 

polímeros são utilizados (GIRI et al., 2013; IQBAL et al., 2015). Entre os 

polímeros mais utilizados podem ser citados o PLA (ácido polilático) que 
apresenta boas propriedades mecânicas e biocompatibilidade (IQBAL et 

al., 2015); o PLGA (homopolímeros do ácido lático e do ácido glicólico), 

amplamente utilizado por ser aceito pelas agências regulatórias dos EUA 

e da Comunidade Européia para uso humano (WHISCHKE; 
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SCHWENDEMAN, 2008); o PCL (policaprolactona) apresenta 

característica biodegradável e biocompatível (IBBAL et al., 2015); os co-

polímeros do ácido metacrílico e dos ésteres acrilatos; além de diferentes 

polissacarídeos, tais como celulose e seus derivados, os alginatos e as 

quitosanas (VASCONCELLOS; GOULART; BEPPU, 2011; KEMALA; 

BUDIANTO; SOEGIYONO, 2012). 

Considerando a classe dos acrilatos, o Eudragit® RS 100 é 

caracterizado como um copolímero de poli(etilacrilato, metil-metacrilato 

e cloreto de etil metacrilato de trimetil amônio) com grupamentos amônia 

quaternários presentes na forma de sal que terminam por conferir maior 

permeabilidade (Evonik Nutrition & Care GmbH, 2015; PATRA et al., 

2017). Esse polímero apresenta a capacidade de intumescer em pH 

fisiológico, apesar de ser insolúvel (TRAPANI et al., 2007). 

De modo geral, os polimetacrilatos são utilizados como agentes 

formadores de filme para revestimento de cápsulas e comprimidos. 

Entretanto, diversas aplicações têm sido estudadas para esses polímeros 

considerando suas propriedades para mascaramento de sabor, aumento da 

permeação na pele, no epitélio intestinal e córnea, aumento da dissolução 

e biodisponibilidade, além de possibilidade de modificar a liberação de 

ativos (PATRA et al., 2017). Cabe ainda ressaltar que esse polímero vem 

sendo amplamente utilizado para encapsulação de fármacos visando 

administração por via oral (TRAPANI et al., 2007; CRUZ et al., 2010; 

ALHNAN; BASIT, 2011; KLEEMANN et al., 2017). Além das 

características a ele conferidas, outro fator a ser considerado é o baixo 

custo do Eudragit® em comparação a outros polímeros, como por 

exemplo, o PLGA.  

Com relação às características do solvente, alguns critérios devem 

ser obedecidos, especialmente na técnica de microencapsulação por 

evaporação do solvente, como: dissolver adequadamente o polímero, 

apresentar baixa solubilidade na fase contínua, ser altamente volátil com 

baixo ponto de ebulição, e possuir baixa toxicidade (FREITAS et al., 

2005; GIRI et al., 2013). As propriedades dos solventes frequentemente 

utilizados nessa técnica estão listados no quadro 6. 
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Quadro 6: Propriedades dos solventes usualmente utilizados na metodologia de 

emulsão seguida de evaporação do solvente. 

 

SOLVENTE 

PROPRIEDADES 
VANTAGENS E 

DESVANTAGENS Temperatura 

de ebulição 

Solubilidade 

em água 

Clorofórmio 61 oC 8 g/L 

Baixa solubilidade em água; 

maior toxicidade em relação 

ao diclorometano. 

Diclorometano 39,7 oC 20 g/L 

Solubilização de diversos 

polímeros; quase imiscível 

em água; altamente volátil; 

alta toxicidade. 

Acetato de etila 77 oC 90 g/L 

Baixa toxicidade; 

parcialmente solúvel em 

água. 

Formiato de etila 54 oC 105 g/L 

Baixa toxicidade; 

parcialmente solúvel em 

água. 

Fonte: Adaptado de Li e colaboradores (2008). 
 

Os agentes surfactantes, ou tensoativos, são utilizados para dispersão 

entre as fases imiscíveis e como estabilizantes. Esses agentes reduzem a 

tensão superficial da fase contínua, evitam a coalescência e a aglomeração 

das gotículas, contribuindo para estabilização da emulsão. Os tensoativos 

mais frequentemente utilizados em sistemas de dupla emulsão incluem o 

álcool polivinílico (PVA), Tween 80 e Span 80 (IQBAL et al., 2015). No 

entanto, o PVA é o tensoativo mais utilizado, devido a suas propriedades 

hidrofílicas e biocompatíveis, assim como boa resistência mecânica, e 

estabilidade em temperatura e pH (LI et al., 2008; IQBAL et al., 2015). 
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CAPÍTULO 2 – Investigação fitoquímica, estudos de estabilidade e 

avaliação da atividade tipo-antidepressiva de Cecropia pachystachya 

Trécul 
 

2.1 INTRODUÇÃO 

 

Espécies de Cecropia (C. glaziovii e C. pachystachya) são os 

objetivos de estudo do nosso grupo de pesquisa há mais de 10 anos. Nesse 

período foram realizadas investigações considerando o perfil químico dos 

extratos aquosos e ensaios do potencial farmacológico (SILVA et al., 

2010; COSTA et al., 2011; PETRONILHO et al., 2011; BRANGO-

VANEGAS et al., 2014; COSTA et al., 2014; GAZAL et al., 2015; 

MÜLLER et al., 2016; SANTOS et al., 2016; SANTOS et al., 2017). Com 

base nesses trabalhos, é possível afirmar que C. pachystachya apresenta 

composição química mais rica em flavonoides do ponto de vista 

qualitativo e quantitativo em relação à C. glaziovii.  
Sob o ponto de vista da constituição química, o extrato aquoso de C. 

pachystachya (EA-Cp) apresenta como compostos majoritários ácido 

clorogênico e o flavonoide C-glicosídeo isoorientina. Também foram 

descritos os flavonoides orientina, isovitexina e isoquercitrina (COSTA 

et al., 2011).  

Os flavonoides são conhecidos por suas propriedades antioxidantes 

prevenindo o estresse oxidativo, que é considerado uma das causas dos 

distúrbios que envolvem o SNC (GROSSO et al., 2013). Pesquisas 

recentes relataram o potencial farmacológico dos flavonoides em 

patologias do SNC (MESSAOUDI et al., 2008; JÄGER; SAABY, 2011; 

WASOWSKI; MARDER, 2012), especialmente considerando os 

flavonoides do tipo flavona C-glicosídeo (LIU et al., 2015; LIANG et al., 

2016; WANG et al., 2016).  

Adicionalmente, estudos realizados por nosso grupo de pesquisa em 

parceria com pesquisadores da UNESC e da UFPEL demonstraram o 

potencial do EA-Cp no SNC (GAZAL et al., 2014; 2015). Nesse trabalho, 

foi observada atividade tipo-antidepressiva do EA-Cp nas doses de 200 e 

400 mg.kg-1, em modelo animal de estresse crônico variado. Os resultados 

indicaram que esse efeito estaria associado ao potencial neuroprotetor dos 

constituintes fenólicos presentes no EA-Cp, especialmente os flavonoides 

C-heterosídeos. Nesse mesmo trabalho, parâmetros de estresse oxidativo 

neurocerebral também foram avaliados, tendo sido observado efeitos 

preventivos na homeostase bioquímica e nos danos oxidativos. Tais 

efeitos foram demonstrados por meio da avaliação de parâmetros da 

peroxidação lipídica – prevenção do aumento de TBARS, e da redução 
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do teor total de sulfidrilas e da enzima glutationa peroxidase – no 

hipocampo e no córtex pré-frontal (GAZAL et al., 2014). 

Considerando que, (i) nosso grupo de pesquisa desenvolveu frações 

enriquecidas em flavonoides C-heterosídeos a partir de folhas de C. 

glaziovii e C. pachystachya (COSTA et a., 2011), (ii) que sob o ponto de 

vista tecnológico estas frações apresentam vantagens em relação aos 

extratos de origem, (iii) que o maior teor dos constituintes majoritários 

pode permitir uma redução na dose necessária para garantir a efetividade 

terapêutica, e (iv) para destas frações foi detectada uma atividade tipo-

antidepressiva (GAZAL et al., 2014), o presente capitulo descreve o 

desenvolvimento e a caracterização química detalhada de uma fração 

enriquecida em flavonoides C-heterosídeos de C. pachystachya (FEF-Cp) 

e a avaliação do seu potencial antidepressivo em dois modelos animais. 
 

2.2 OBJETIVOS 

 

2.2.1 Objetivo geral 

 

Desenvolver e caracterizar uma fração enriquecida em flavonoides C-

heterosídeos de Cecropia pachystachya e avaliar a atividade tipo-

antidepressiva in vivo. 

 

2.2.2 Objetivos específicos 

 

 Padronizar o desenvolvimento de uma fração enriquecida 

em flavonoides C-glicosídeos (FEF-Cp). 

 

 Caracterizar quimicamente a FEF-Cp em relação ao perfil 

qualitativo e quantitativo por HPLC/DAD e LC/QTOF.  

 

 Realizar experimentos para avaliação da estabilidade da 

FEF-Cp considerando estudos de estresse e de estabilidade 

acelerada. 

 

 Avaliar o efeito agudo da administração da FEF-Cp em 

ratos frente aos parâmetros comportamentais, inflamatórios 
e de estresse oxidativo. 

 

 Avaliar o efeito da FEF-Cp no comportamento tipo-

antidepressivo de ratos submetidos ao modelo de estresse 
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crônico moderado, e frente aos parâmetros de estresse 

oxidativo e metabolismo energético cerebral.  

 
2.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.3.1 Materiais 

 

A resina de troca iônica Amberlite® XAD-16 e os padrões analíticos 

de isoorientina (3‘,4‘,5,7-tetrahydroxyflavone-6-glucoside, ≥ 98.0), 

orientina (3’,4’,5,7-tetrahydroxyflavone-8-glucoside, ≥ 98.0%) e 

isovitexina (4‘,5,7-trihydroxyflavone-6-glucoside, ≥ 98.0) foram 

adquiridos da Sigma Aldrich (EUA). Acetonitrila grau HPLC (TEDIA®, 

Brasil). Ácido acético, álcool n-butílico, álcool metílico e outras 

substâncias e solventes utilizados foram de grau analítico. A água 

ultrapura foi obtida pelo sistema de filtração MilliQ (Millipore®, EUA). 

 

2.3.2 Caracterização da matéria-prima vegetal 

 

Folhas de Cecropia pachystachya Trécul foram coletadas no 

município de Torres, Estado do Rio Grande do Sul. O material 

testemunho está depositado no Herbário da Universidade Federal do Rio 

Grande do Sul (ICN 150025).  

Após a coleta, as folhas foram secas em estufa de ar circulante (35 – 

40 oC) durante três dias, e posteriormente moídas em moinho de facas 

(MACMONT®) com malha de 3 mm. A droga vegetal foi acondicionada 

em sacos de papel pardo de duas camadas e armazenada ao abrigo da luz 

e da umidade. A avaliação do teor de umidade da matéria-prima vegetal 

foi realizada pela técnica da perda por dessecação (BRASIL, 2010). 

 

2.3.3 Desenvolvimento de uma fração enriquecida em flavonoides C-

heterosídeos (FEF-Cp) 

 
Considerando a necessidade de obtenção de quantidade suficiente de 

material para os estudos in vivo e tecnológicos, o desenvolvimento da 

fração enriquecida foi adaptada e otimizada a partir de Costa et al. (2011).  

Para isso a metodologia de extração foi realizada por turbolização 

(Ultra-Turrax T25 basic IKA®) utilizando etanol 20% como líquido 

extrator na proporção de 5% (m/v), velocidade de agitação de 9500 rpm, 

durante o período de 5 minutos. Cada processo extrativo foi realizado 

duas vezes (1,5 L de EtOH 20% – 75 g de planta) totalizando um volume 

final de 3 L de extrato bruto hidroalcoólico (EB-Cp). Em seguida, o EB-
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Cp foi ultracentrifugado (4000 rpm), filtrado, desalcoolizado em 

evaporador rotatório a 40 °C até volume final de 1 L. 

O EB-Cp concentrado (1 L) foi submetido então à extração líquido-

líquido com n-butanol (9 x 500 mL) resultando em 4,5 L de fração n-

butanólica (FrBuOH-Cp). Após a remoção do solvente em evaporador 

rotatório, a FrBuOH-Cp foi ressuspendida em água e tratada com resina 

Amberlite® XAD-16, na proporção de 1:20:200 (FrBuOH-

Cp:resina:água; m/m/V) durante 1 hora sob agitação magnética. Em 

sequência, a resina foi filtrada e os compostos adsorvidos extraídos com 

metanol (1:200; FrBuOH-Cp:metanol; m/V) durante 30 minutos para 

obtenção da fração enriquecida em flavonoides C-heterosídeos (FEF-Cp). 

O metanol foi eliminado em evaporador rotatório, e a secagem final da 

FEF-Cp foi realizada por liofilização. O fluxograma deste procedimento 

resumido está demonstrado na Figura 9. 
 

Figura 9: Fluxograma representativo do fracionamento e obtenção da FEF-Cp. 

 
 

2.3.4 Análise do perfil químico da FEF-Cp por CLAE/DAD 

 

O perfil cromatográfico qualitativo e o teor de flavonoides totais foi 

determinado por CLAE/DAD de acordo com metodologia previamente 

descrita e validada por Costa et al. (2011). Foi realizada uma co-validação 

do método analítico, utilizando o padrão analítico externo de isoorientina 
para construção da curva de calibração. A linearidade do método 

compreendeu as concentrações de 0,585 – 500 µg/mL, sendo utilizada 

para quantificação a equação: y = 19523x – 64494 (r = 0,9997). Os limites 

Tratamento com 
Amberlite®

XAD-16

Partição com n-
butanol (4,5 L)

Volume final: 1 L EB-Cp

FrBuOH-Cp

FEF-Cp
Fração residual 

aquosa

Resíduo 
aquoso
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de detecção e quantificação foram de 0,292 e 0,585 µg/mL, 

respectivamente.  

Para realização das análises foi utilizado cromatógrafo PerkinElmer 

Série 200 equipado com detector de arranjo de diodos, bomba quaternária, 

desgaseificador e autoamostrador. Os dados foram processados no 

software Chromera® (Version 3.2.0.4847). Como fase estacionária foi 

utilizada uma coluna Brownlee® Choice C-18 (150 × 4,6 mm i.d.; 5 µm) 

e como fase móvel um gradiente combinado de acetonitrila (A) e solução 

aquosa de ácido acético 1% (pH = 3) (B) nas seguintes condições: 0-30 

minutos gradiente linear de A-B (5:95 v/v) para A-B (20:80 v/v); 30-40 

minutos, isocrático A-B (20:80), com fluxo constante de 1,0 mL/min. O 

volume de injeção foi de 10 µL. A fase móvel foi preparada diariamente 

e desgaseificada através de sonicação antes da utilização. Os 

cromatogramas foram adquiridos no comprimento de onda de 340 nm 

enquanto os espectros de UV foram monitorados na faixa de 200 – 400 

nm. A identificação dos picos foi realizada por meio de co-injeção com 

padrões analíticos de referência (Sigma-Aldrich®).  

A quantificação de flavonoides totais foi obtida por metodologia de 

padrão externo, utilizando isoorientina como substância de referência. O 

teor foi determinado por meio da soma das áreas dos picos observados a 

340 nm e identificados pelo padrão espectrofotométrico - obtido a partir 

do detector de arranjo de diodos - característico para flavonoides, sendo 

o teor calculado a partir da curva analítica do padrão de isoorientina. O 

teor de flavonoides totais foi expresso em miligramas de isoorientina por 

grama de FEF-Cp (mg isoorientina.g FEF-Cp-1). 
 

2.3.5 Estudos de estabilidade da FEF-Cp 

 

As metodologias para os testes de estabilidade foram baseadas na 

legislação brasileira- RDC No45 de 2012 e também no guia para conduzir 

experimentos de estresse elaborado por Singh e Bakshi (2000).  

As amostras foram analisadas em relação às características 

organolépticas, através de inspeção visual quanto ao seu aspecto geral. 

Foram realizadas análises qualitativas e quantitativas por CLAE, 

utilizando metodologia descrita por Costa e colaboradores, 2011 (item 

2.3.4). 
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2.3.5.1 Estudo de estresse: Temperatura 

 

A FEF-Cp foi submetida ao experimento de degradação por estresse 

em estufa com temperatura controlada de 80 oC (± 2 oC) durante 30 dias. 

O pó de FEF-Cp foi acondicionado em 18 frascos, contendo 10 mg cada. 

Foram realizadas coletas por meio de retirada de um frasco da estufa de 

cada triplicata nos tempos de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias. Após a coleta, as 

amostras foram solubilizadas em água ultrapura na concentração de 2 

mg.mL-1, filtradas com membrana PVDF (fluoreto de polivinilideno) com 

diâmetro de poro de 0,45 μM, e analisadas por CLAE/DAD. 

 

2.3.5.2 Estudo em condições de refrigeração 

 

A influência do armazenamento sob condições de refrigeração foi 

avaliada para a amostra na forma de pó e de solução aquosa durante o 

período de 30 dias. Para isto, soluções aquosas de FEF-Cp (2,0 mg.mL-

1), e do pó de FEF-Cp foram acondicionadas em 18 frascos fechados, em 

geladeira a 4 oC (± 2 oC). A temperatura foi controlada com auxílio de 

termo-higrômetro. Foram realizadas coletas nos tempos de: 5, 10, 15, 20, 

25 e 30 dias. 

Após a coleta, as amostras em solução foram diluídas até 

concentração final de 1 mg.mL-1, enquanto as amostras em pó foram 

solubilizadas em água ultrapura na concentração de 1 mg.mL-1. As 

amostras foram filtradas com membrana PVDF (fluoreto de 

polivinilideno) com diâmetro de poro de 0,45 μM, e analisadas por 

CLAE/DAD. 

 
 

2.3.5.3 Estudo de Estabilidade Acelerada  

  

A FEF-Cp foi submetida durante o período de seis meses ao 

experimento de estabilidade acelerada em condições de temperatura de 

40 oC (± 2 oC) e umidade relativa de 75% (± 5%), conforme preconizado 

na RDC 45 para insumos farmacêuticos ativos com condições de 

armazenamento de até 30 oC (BRASIL, 2012). Para isso, frascos abertos 

contendo cerca de 20 mg da FEF-Cp foram armazenados em um 

recipiente fechado contendo solução aquosa saturada de NaCl (36,6 g 

NaCl – 100 g H2O) e colocados em estufa a 40 oC.  

Durante o período do experimento a temperatura e a umidade foram 

controladas com a utilização de termo-higrômetro. Foram realizadas 

coletas mensais, em triplicata, nos períodos de 30, 60, 90, 120, 150 e 180 
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dias. Posteriormente, as amostras foram colocadas em liofilizador para 

eliminar a umidade obtida durante o experimento. O teor de flavonoides 

totais foi determinado por CLAE/DAD. 

Adicionalmente, as amostras da FEF-Cp submetidas aos 

experimentos de estabilidade também foram avaliadas quanto à formação 

das agliconas apigenina e luteolina empregando os mesmos parâmetros 

anteriormente descritos, exceto a composição da fase móvel, a qual 

obedeceu às seguintes condições: 0-20 minutos gradiente linear de A-B 

(15:85 v/v) para A-B (35:65 v/v); 20-25 minutos, isocrático A-B (35:65 

v/v), com fluxo constante de 1,2 mL/min. 

 

2.3.6 Análise estatística 

 

Os teores de flavonoides totais observados durante o experimento de 

estabilidade acelerada foram analisados por ANOVA de uma via seguido 

de pós-teste de Dunnet. Diferenças significativas foram consideradas com 

valor de P < 0,05. 

 

2.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

2.4.1 Análise química do processo de obtenção da FEF-Cp 
 

A matéria prima vegetal moída apresentou um teor de umidade de 

9,82 % (± 0,69) encontrando-se dentro dos padrões de qualidade 

preconizado pela Farmacopeia Brasileira de 8 - 14% (BRASIL, 2010). 

O obtenção do extrato bruto foi adaptada a partir de Santos (2016) 

sendo realizada por turboextração (Ultraturrax®), utilizando como líquido 

extrato etanol 20% (v/v) em uma proporção droga vegetal:solvente de 5% 

(m:V). Essas condições foram estabelecidas no intuito de reduzir o tempo 

de preparação e garantir reprodutibilidade, agregando vantagens 

tecnológicas em relação ao extrato por infusão (COSTA et al., 2011), mas 

sem modificar o perfil químico anteriormente obtido. O perfil 

cromatográfico apresentou como compostos majoritários o ácido 

clorogênico, e os flavonoides isoorientina, orientina e isovitexina (Figura 

10). 
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Figura 10: Perfil cromatográfico do extrato bruto de Cecropia pachystachya (EB-

Cp). 1. Ácido clorogênico, 2. Isoorientina, 3. Orientina, 4. Isovitexina. 

 
Para condições cromatográficas ver item 2.3.4 

 

Para concentração dos compostos fenólicos, especialmente dos 

flavonoides presentes no EB-Cp, foi realizado um processo de partição 

com n-butanol (ZUCOLOTTO et al., 2011). O EB-Cp foi submetido a 

sucessivas extrações líquido-líquido com n-butanol visando concentrar de 

maneira exaustiva os flavonoides C-heterosídeos. Os cromatogramas da 

figura 11 demontram o perfil da FrBuOH-Cp e do resíduo aquoso, 

resultante do processo de partição. 
 

Figura 11: Perfil cromatográfico da fração butanólica (FrBuOH-Cp) [A] e do 

resíduo aquoso [B] de Cecropia pachystachya. 1. Ácido clorogênico, 2. 

Isoorientina, 3. Orientina, 4. Isovitexina. 

 
Para condições cromatográficas ver item 2.3.4 
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Como é possível observar, as sucessivas extrações com n-butanol 

foram efetivas em permitir a obtenção de um perfil de extrato-

enriquecido, para a FrBuOH-Cp (Figura 6A). Além disso, o processo se 

mostrou exaustivo, pois no resíduo aquoso obtido foi detectada apenas a 

presença de ácido clorogênico, e visualizado somente traços de 

flavonoides (Tr 22,9 – 30,5 minutos) (Figura 6B). 

Após a partição, o solvente da FrBuOH-Cp foi eliminado em 

evaporador rotatório e a FrBuOH-Cp retomada em água para realização 

da extração dos flavonoides com resina polimérica Amberlite® XAD-16. 

Essas resinas são utilizadas para extrair compostos fenólicos em extratos 

vegetais ricos em compostos polares (TOMÁS-BARBERÁN et al., 1992; 

LI; CHASE, 2009; COSTA et al., 2011). A figura 2 demonstra os 

cromatogramas da fração enriquecida em flavonoides C-heterosídeos de 

Cecropia pachystachya codificada como FEF-Cp (Figura 12A) e da 

fração residual aquosa (Figura 12B), resultante do processo de extração 

com Amberlite® XAD-16. 
 

Figura 12: Perfil cromatográfico da fração enriquecida em flavonoides C-

heterosídeos de Cecropia pachystachya (FEF-Cp) [A] e da fração residual aquosa 

[B] resultantes do processo de extração com Amberlite XAD-16. 1. Ácido 

clorogênico, 2. Isoorientina, 3. Orientina, 4. Isovitexina. 

 

 
Para condições cromatográficas ver item 2.3.4 
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Os cromatogramas apresentados nas figuras 10 – 12 evidenciaram 

que o processo de purificação a partir do extrato bruto hidroetanólico (EB-

Cp) até a obtenção final do perfil enriquecido em flavonoides de FEF-Cp 
foi efetivo. A FEF-Cp apresenta como compostos majoritários os 

flavonoides isoorientina (Tr 25,6 min), seguido de orientina (Tr 26,9 min) 

e isovitexina (Tr 30,1 min), por sua vez, o ácido clorogênico (Tr 15,2 

min), majoritário no EB-Cp foi visualizado em maior concentração na 

fração residual aquosa, não sendo adsorvido pela resina. Além disso, foi 

possível obter uma fração enriquecida em cerca de três vezes o teor de 

flavonoides totais em relação ao EB-Cp (Tabela 1). 

 
Tabela 1: Teor de isoorientina e flavonoides totais no extrato bruto (EB-Cp) e 

fração enriquecida em flavonoides C-heterosídeos (FEF-Cp) de Cecropia 

pachystachya. 

 

Amostra Teor*  

 Isoorientina Flavonoides totais 

EB-Cp 16,60 ± 0,32 44,82 ± 0,45 

FEF-Cp 43,46 ± 0,88 118,53 ± 2,50 
*Teor expresso em mg.g-1; n = 3 

 

Considerando a extensa variedade de conjugação de moléculas de 

açúcar ao núcleo fundamental dos flavonoides descrita na literatura, e 

reportada no capítulo 1 (item 1.2.1), a FEF-Cp foi submetida e reação de 

hidrólise ácida (HCl 0,1N – sob refluxo) com o objetivo de verificar quais 

compostos seriam suscetíveis à degradação nessa condição. De acordo 

com a literatura clássica de flavonoides (HARBORNE; MABRY, 1982; 

CHOPIN; DELLAMONICA, 1988), a ligação do heterosídeo diretamente 

à aglicona por meio da ligação C-C confere resistência à hidrólise, e, 

nesse sentido, a reação de hidrólise forneceria informações a respeito da 

ligação glicosídica. 

O cromatograma da figura 13 demonstra o perfil qualitativo da FEF-

Cp após a reação de hidrólise. Como observado, os três flavonoides 

majoritários, isoorientina (1), orientina (2) e isovitexina (3), não 

apresentaram sensibilidade em relação à condição de hidrólise 

confirmando a resistência dos flavonoides C-heterosídeos à degradação 
ácida. Entretanto, os demais picos foram degradados indicando a possível 

presença de ligações O-glicosídicas, sugerindo a ocorrência de compostos 

do tipo O-glicosil- e/ou O-glicosil-C-glicosil- flavonoides, ou ainda de O-

acil-C-glicosilflavonoides. 
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Figura 13: Cromatograma da FEF-Cp após a reação de hidrólise ácida (HCl 0,1 

N). 1. Isoorientina, 2. Orientina, 3. Isovitexina. 

 
 

No intuito de explorar e caracterizar quimicamente o perfil 

qualitativo dos flavonoides que compõem a FEF-Cp, foram realizadas 

análises por cromatografia de ultra eficiência acoplada ao detector de 

espectrômetro de massas (LC/QTOF). Os resultados dessa caracterização 

estão descritos no artigo publicado no periódico Biomedical 

Chromatography e encontra-se apresentado no item 2.4.3. 

 

2.4.2 Avaliação da estabilidade da FEF-Cp 

 

2.4.2.1 Estudo de estresse: Temperatura 

 

Condições de estresse por meio de temperatura de 80 oC foram 

aplicadas na amostra em forma de pó, visando observar a resistência dos 

flavonoides a situações de temperatura. Após 30 dias de 

acondicionamento em estufa, as amostras se apresentaram mais escuras 

em relação à coloração original (Figura 14). 

 
 

 

 

 

 

 

1 

2 

3 
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Figura 14: Aspecto visual da FEF-Cp ao final do experimento de estabilidade 

estresse (80 oC) (esquerda) e no tempo zero do experimento (direita).

 
 

O perfil qualitativo de flavonoides (Figura 14) não apresentou 

alterações significativas, não sendo observada formação de produtos de 

degradação. A possível degradação dos flavonoides levando à formação 

das agliconas (luteolina e apigenina) também foi monitorada por CLAE, 

mas não foram observados picos relativos a esses compostos. Contudo, 

essa condição de temperatura parece influenciar no teor de flavonoides 

totais (Figura 15). Foi observada uma diminuição gradativa do teor de 

flavonoides totais nos primeiros 10 dias de experimento, de 

aproximadamente 4% no 5o dia, e 12% no 10o dia. No entanto, as análises 

posteriores (10 - 30 dias) demonstraram que esse teor permaneceu com 

pequenas alterações, sendo observado no final do experimento um teor 

12,13% menor quando comparado ao tempo zero.  

  
Figura 15: Cromatograma da FEF-Cp após 30 dias de exposição à temperatura de 

80 oC do experimento de estabilidade estresse. 
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Figura 16: Teor de flavonoides totais e de isoorientina em FEF-Cp durante o 

experimento de estabilidade estresse (80 oC). 
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Barras representam a média ± erro padrão (n = 3). *p < 0,05 em relação ao tempo 

zero, de acordo com a ANOVA de uma via e pós-teste de Dunnet 

 

2.4.2.2 Estudo em condições de refrigeração 

 

FEF-Cp também foi avaliada em condições de temperatura de 

refrigeração (4 oC) na forma de pó e de solução aquosa. Não foram 

observadas alterações em relação às características físicas das amostras 

durante os 30 dias de experimento. O perfil qualitativo não apresentou 

alterações, não sendo observada formação de produtos de degradação, e 

tampouco das agliconas (apigenina e luteolina). Considerando o teor de 

flavonoides totais, não foram observadas alterações significativas durante 

todo o experimento para FEF-Cp em pó e em solução (Figura 17 e 18).  
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Figura 17: Teor de flavonoides totais durante o estudo em condições de 

refrigeração (4 oC) da FEF-Cp na forma de pó. 

te
m

po z
er

o

5 
dia

s

10
 d

ia
s

15
 d

ia
s

20
 d

ia
s

25
 d

ia
s

30
 d

ia
s

0

20

40

60

80

100

120
T

e
o

r 
(m

g
.g

-1
)

 
Barras representam a média ± erro padrão (n = 3). *p < 0,05 em relação ao tempo 

zero, de acordo com a ANOVA de uma via e pós-teste de Dunnet 

 

Figura 18: Teor de flavonoides totais durante o estudo em condições de 

refrigeração (4 oC) da FEF-Cp na forma de solução. 
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Barras representam a média ± erro padrão (n = 3). *p < 0,05 em relação ao tempo 

zero, de acordo com a ANOVA de uma via e pós-teste de Dunnet 
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2.4.2.3 Estudo de Estabilidade Acelerada 

 

A avaliação da estabilidade dos flavonoides presentes na FEF-Cp foi 

realizada por meio do estudo de estabilidade acelerada. Este estudo tem 

por objetivo acelerar a degradação química e/ou mudanças físicas de um 

insumo farmacêutico ativo ou de um produto farmacêutico, sob condições 

forçadas de armazenamento. Segundo a legislação, este tipo de estudo 

demonstra empiricamente e com grande probabilidade de acerto o que 

ocorreria no produto farmacêutico quando este é submetido a condições 

normais de armazenamento por longo período de tempo (BRASIL, 2005; 

BRASIL, 2012). 

Para isso, o planeta foi subdividido em zonas com diferentes 

especificações de temperatura e umidade, para possibilitar a 

comercialização dos produtos em zonas climáticas distintas (BOTT; 

OLIVEIRA, 2007). O Brasil internalizou as condições estabelecidas para 

zona IV pela OMS, característica de região quente e úmida, com 

temperatura de 30 oC (± 2 oC) e 75% (± 5%) de umidade relativa 

(BRASIL, 2005). A partir disso, foram estabelecidas as condições 

climáticas para realização dos estudos de estabilidade acelerada (40 oC ± 

2 oC e 75% UR ± 5% UR) para insumos farmacêuticos ativos com 

condição de armazenamento de até 30 oC (BRASIL, 2012). 

Para realização do estudo de estabilidade acelerada da FEF-Cp as 

amostras permaneceram durante seis meses em condição de temperatura 

de 40 oC (± 2 oC) e umidade relativa de 75% (± 5%). O perfil de 

flavonoides foi analisado a cada 30 dias por CLAE/DAD, sendo 

monitorado o perfil qualitativo e o teor de flavonoides totais. A figura 18 

demonstra o cromatograma do tempo zero do experimento (Figura 19A) 

e ao final do 6o mês (Figura 19B). 
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Figura 19: Perfil cromatográfico da FEF-Cp no experimento de estabilidade 

acelerada (40 oC ± 2 oC e 75% ± 5% UR). (a) tempo zero; (b) 6o mês. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Para condições cromatográficas ver item 2.3.4 

 

O perfil de flavonoides não foi alterado durante todo experimento de 

estabilidade, sendo que ao final do experimento (Figura 18B) não foi 

observado desaparecimento de picos correspondentes aos flavonoides (Tr 

(a) 

(b) 
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de 22,9 – 32,5 minutos). Também não foram visualizadas a formação das 

agliconas apigenina e luteolina, e de produtos de degradação com perfil 

espectrofotométrico característico de flavonoides. 

Considerando o perfil quantitativo preliminar (tempo zero) da FEF-

Cp é possível afirmar que não foram observadas alterações significativas 

no teor de flavonoides totais durante todo o estudo de estabilidade (Figura 

20).  

 
Figura 20: Teor de flavonoides totais da FEF-Cp durante o experimento de 

estabilidade acelerada (40 oC ± 2 oC e 75% ± 5% UR).  
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Barras representam a média ± desvio padrão (n = 3). A análise estatística foi 

realizada por ANOVA de uma via, seguida do pós-teste de Dunnet. P < 0,05 

versus t0 foi considerado significativo. 

 

Conforme previamente abordado nesta tese, os flavonoides C-
glicosídeos diferem dos O-glicosídeos em relação à ligação da molécula 

do açúcar ser diretamente ao carbono anomérico do núcleo fundamental 

do flavonoide, geralmente na posição C-6 ou C-8 do anel A (Figura 2), 

gerando maior resistência a hidrólise (TALHI; SILVA, 2012). Na 

natureza, a ligação C-glicosídica é principalmente encontrada em 

flavonoides de núcleo flavona (PLAZA et al., 2014).  

De modo geral, existem poucas informações acerca do efeito da 

glicosilação na estabilidade dos flavonoides, no entanto, o número de 

moléculas glicosídicas e de grupamentos hidroxila parece exercer 

influencia na estabilidade dessas moléculas (PLAZA et al., 2014). No 

entanto, estudos sobre a estabilidade dos flavonoides do tipo C-
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glicosídeos são ainda mais raros na literatura. Em um desses poucos 

estudos (XIAO et al., 2016) flavonoides tipo C-glicosídeos são descritos 

como mais resistentes em relação aos O-glicosídeos, assim como suas 

respectivas agliconas. 

Segundo a legislação vigente, a estabilidade de produtos 

farmacêuticos depende de fatores ambientais como temperatura, umidade 

e luz, e de outros relacionados ao próprio produto, como propriedades 

físicas e químicas de substâncias ativas e excipientes farmacêuticos, 

forma farmacêutica e sua composição, processo de fabricação, tipo e 

propriedades dos materiais de embalagem (BRASIL, 2005; BRASIL, 

2012). Especificamente para formulações baseadas em extratos vegetais, 

os testes de estabilidade possuem destacada relevância, principalmente 

para a determinação das condições de estocagem de extratos ou 

medicamentos e garantia do tempo de validade dos mesmos, pois devido 

à alta complexidade química, as formulações fitoterápicas possuem uma 

maior tendência a alterações físicas e químicas (KOPLEMAN et al., 

2001; SINGH; KUMAR, 2006).  

A partir dos resultados observados no estudo de estabilidade 

acelerada da FEF-Cp, foi possível verificar que os flavonoides C-

heterosídeos, principalmente, isoorientina, orientina e isovitexina foram 

estáveis nas condições climáticas de armazenamento utilizadas. Esse 

perfil de estabilidade atribui diversas vantagens tecnológicas para essa 

preparação fitoterápica, além de fornecer informações relevantes acerca 

do comportamento de flavonoides do tipo C-heterosídeos em condições 

controladas de temperatura e umidade. 

 

2.4.3 Publicação: Perfil químico, estudos preliminares de estabilidade 

e efeito agudo da administração da FEF-Cp em ratos 

Os resultados da caracterização química dos flavonoides da FEF-Cp 
e a avaliação in vivo do potencial efeito tipo-antidepressivo foram 

descritos no artigo intitulado: LC/QTOF profile and preliminary stability 

studies of an enriched flavonoid fraction of Cecropia pachystachya 

Trécul leaves with potential antidepressant‐like activity, publicado na 

revista Biomedical Chromatography. 

Os experimentos in vivo para avaliação do comportamento após 

administração aguda da FEF-Cp em ratos, e os parâmetros 

neuroinflamatórios e de estresse oxidativo foram realizados em parceria 

os grupos de pesquisa coordenados pelos professores João Quevedo, 

Felipe Dal-Pizzol, Emílio Streck da Universidade do Extremo Sul 

Catarinense (UNESC) e professora Fabrícia Petronilho da Universidade 

do Sul de Santa Catarina (UNISUL). 
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2.4.4 Publicação: Avaliação do efeito tipo-antidepressivo e 

neuroprotetor da FEF-Cp em modelo de estresse crônico moderado 

 

Considerando o comportamento tipo-antidepressivo observado no 

tratamento agudo para as doses de 50 e 100 mg.kg-1 de FEF-Cp descrito 

anteriormente, um novo experimento foi realizado para avaliação da 

atividade tipo-antidepressiva da FEF-Cp em animais submetidos ao 

modelo de estresse crônico moderado (ECM). Nesse modelo os animais 

foram submetidos a variados agentes estressores durante 40 dias, 

recebendo 7 dias de tratamento com a dose de 50 mg.kg-1 de FEF-Cp a 

partir do 35o dia. Foram avaliados também parâmetros de estresse 

oxidativo e quanto ao metabolismo energético cerebral dos animais. 

Esses experimentos foram realizados em parceria com os grupos de 

pesquisa coordenados pelos professores João Quevedo e Emílio Streck da 

Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) e professora Fabrícia 

Petronilho da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL). 

Os resultados foram publicados no artigo intitulado: Enriched 

Flavonoid Fraction from Cecropia pachystachya Trécul Leaves Exerts 

Antidepressant-like Behavior and Protects Brain Against Oxidative Stress 

in Rats Subjected to Chronic Mild Stress, publicado na revista 

Neurotoxicity Research. 
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2.5 DISCUSSÃO GERAL 

 

Os resultados demonstrados nesse capítulo compilam as 

informações a respeito da obtenção de uma fração enriquecida em 

flavonoides de C. pachystachya (FEF-Cp) e sua potencial atividade tipo-

antidepressiva. Processos de padronização foram realizados com intuito 

de obter, a partir do extrato bruto hidroetanólico (EB-Cp), uma fração 

enriquecida e purificada nos compostos de interesse. A FEF-Cp 
apresentou um teor aproximadamente três vezes superior em flavonoides 

em relação ao EB-Cp, permitindo a redução na dose ativa de 200 mg.kg-

1 utilizada no trabalho de GAZAL e colaboradores (2014) para 50 mg.kg-

1, o que evidencia a relação desses compostos com a atividade observada. 

A efetividade da FEF-Cp no SNC foi primeiramente observada por 

meio do tratamento agudo de animais submetidos a experimentos de 

comportamento. Nesses ensaios, foi observada a redução no tempo de 

imobilidade dos animais no teste do nado forçado nas doses de 50 e 100 

mg.kg-1. Ainda, a FEF-Cp parece atuar na prevenção do dano oxidativo 

nos níveis de radicais carbonila, TBARS, atividade da mieloperoxidase, 

e concentração de nitrito/nitrato em algumas regiões cerebrais. Também 

foram observadas alterações nos níveis dos complexos do metabolismo 

energético mitocondrial. Essas evidências sugeriram que o mecanismo de 

ação da FEF-Cp está relacionado ao potencial antioxidante nas estruturas 

cerebrais avaliadas. 

Considerando a efetividade do tratamento agudo de FEF-Cp, e a 

obtenção de atividade tipo-antidepressiva com doses inferiores aos do 

extrato bruto hidroetanólico (EB-Cp), novos estudos pré-clínicos foram 

realizados com intuito de explorar o potencial antidepressivo por meio do 

modelo do 50 e 100 mg.kg-1 (ECM). Baseado na anedonia, sintoma 

associado ao transtorno depressivo maior, o ECM é extensivamente 

validado e realista, no qual os animais são submetidos a uma série de 

agentes estressores moderados levando ao comportamento tipo-

anedônico (HILL et al., 2012). O estresse gerado induz efeitos de longa 

duração nos parâmetros comportamentais, neuroquímicos, neuroimunes 

e neuroendócrinos que se assemelham às disfunções observadas em 

pacientes deprimidos, que podem ser revertidos por tratamento com 

antidepressivo crônico, mas não agudo (CZÉH et al., 2016). 

Nesse contexto, os animais foram submetidos ao protocolo de 

estresse durante 40 dias, recebendo tratamento com FEF-Cp (50 mg.kg-1) 

durante 7 dias.  

Como esperado no protocolo do ECM, os animais estressados 

apresentaram maior tempo de imobilidade no teste do nado forçado, em 
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relação aos animais não-estressados. Além disso, o tratamento com a 

FEF-Cp foi capaz de reverter o efeito do ECM, sendo observado um 

menor tempo de imobilidade em relação ao grupo não-tratado, o que 

indica o efeito tipo-antidepressivo da FEF-Cp.  

Já nos parâmetros de estresse oxidativo, FEF-Cp também foi efetiva 

em prevenir o aumento de TBARS, atividade da mieloperoxidase, e 

concentração de nitrito/nitrato em algumas regiões cerebrais, além de 

reverter à redução dos níveis de SOD/CAT. Considerando a atividade nos 

complexos mitocondriais, foi observado o aumento na atividade do 

complexo IV dos animais tratados com FEF-Cp em todas as regiões 

cerebrais. Esses dados corroboram com os resultados demonstrados 

anteriormente em relação ao potencial antioxidante da FEF-Cp, atuando 

no balanço oxidativo de diversas regiões cerebrais avaliadas. 

Em uma avaliação recente da literatura foram observados inúmeros 

trabalhos de revisão e meta-análise que evidenciam o potencial dos 

derivados vegetais no tratamento de transtornos de humor (FARAHANI 

et al., 2015). Em especial, estudos relatam que a atividade tipo-

antidepressiva observada é frequentemente associada aos efeitos 

antioxidantes de seus compostos (EL-ALFY; ABOURASHED; 

MATSUMOTO, 2012).  

Dessa forma, os flavonoides se destacam como metabólitos 

secundários de interesse farmacêutico, visto que trabalhos inferem a esta 

classe de compostos um potencial efeito no SNC (RENDEIRO; 

RHODES; SPENCER, 2015). Adicionalmente, Singh e colaboradores 

descreveram as flavonas como importantes compostos com ação 

neuroprotetora (SINGH; KAUR; SILAKARI, 2014). Por fim, Liu et al 

(2015) demonstraram o efeito tipo-antidepressivo da orientina, atividade 

esta atribuída a melhora no balanço oxidativo, neurotransmissão e 

neuroplasticidade. 

A determinação do teor de flavonoides totais da FEF-Cp foi 

realizada por CLAE/DAD de acordo com metodologia já desenvolvida e 

validada (COSTA et al., 2011). O detector de arranjo de diodos acoplado 

a esse cromatógrafo permitiu a visualização das características 

espectrofotométricas do núcleo dos flavonoides presentes na FEF-Cp, 

sendo observados em sua maioria derivados das agliconas apigenina e 

luteolina.  

A caracterização do perfil químico dos flavonoides presentes na 

FEF-Cp com a utilização da ferramenta de espectrometria de massas 

(CLUE/EM/EM) permitiu a detecção de compostos ainda não descritos 

para essa fração, assim como para C. pachystachya. Foi observado um 

perfil extremamente rico em flavonoides glicosídicos, sendo detectados 
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15 flavonoides, mas com apenas seis massas moleculares diferentes, o que 

sugere a ocorrência de diversos isômeros. Entre os flavonoides 

visualizados, três compostos já eram relatados, os flavonoides 

majoritários isoorientina, orientina e isovitexina.  

A presença de flavonoides da classe dos O-glicosil-C-

glicosilflavonoides também foi observada. Esses compostos apresentam 

como característica a substituição O-glicosídica por meio de uma 

hidroxila fenólica do esqueleto do flavonoide e/ou através de uma 

hidroxila do fragmento C-glicosídico (TALHI; SILVA, 2012). Foram 

detectados três isômeros derivados da aglicona luteolina com [M+H]+ 581 

m/z e perfil de fragmentação semelhante aos flavonoides 

isoorientina/orientina. Nesse contexto, também foram observados outros 

três isômeros derivados da aglicona apigenina com [M+H]+ 565 m/z e 

perfil de fragmentação semelhante ao flavonoide isovitexina. Os dados de 

fragmentação sugeriram que esses flavonoides são possivelmente 

derivados dos flavonoides majoritários isoorientina e isovitexina, 

respectivamente. Além desses compostos, foram sugeridas a presença de 

dois isômeros com possível estrutura do flavonoide diosmetina-C-

hexosídeo [M+H]+ 461 m/z, e de outros dois flavonoides de estrutura não 

identificada com [M+H]+ 593 m/z. 

Até o momento, esse trabalho foi o primeiro a relatar a presença do 

flavonoide vitexina para C. pachystachya, assim como sugerir a presença 

de flavonoides do tipo O-glicosil-C-glicosilflavonoides para a espécie. A 

ausência de relatos dos O-glicosil-C-glicosilflavonoides para C. 
pachystachya é compreensível, tendo em vista que esses flavonoides são 

facilmente sucetíveis à degradação em meio ácido e/ou temperatura 

elevada, condições usualmente empregadas em cromatografia em coluna 

de bancada, seguida de eliminação do solvente em rotaevaporador. Essas 

condições favorecem a degradação de sua estrutura química com a perda 

do resíduo de açúcar O-glicosil, o que consequentemente induz a 

formação dos flavonoides majoritários (isoorientina/orientina e 

isovitexina). 

Estudos de estabilidade da FEF-Cp foram realizados, e conforme 

previamente relatado na literatura, os flavonoides C-glicosídeos 

apresentaram estabilidade, sendo observada resistência à degradação em 

diferentes condições de temperatura. No estudo de armazenamento em 

temperatura de refrigeração (4 oC ± 2 oC) não foram observadas alterações 

significativas no teor de flavonoides totais da FEF-Cp na forma de pó e 

de solução aquosa durante 30 dias Da mesma forma, nas condições de 

estabilidade acelerada (40 oC ± 2 oC e 75% ± 5% UR) os flavonoides da 

FEF-Cp permaneceram estáveis durante todo experimento, assim como 
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não foram detectadas alterações significativas no teor de flavonoides 

totais durante os seis meses de experimento. 

Por outro lado, no estudo em condições de estresse de temperatura, 

a FEF-Cp permaneceu na temperatura de 80 oC ± 2 oC durante 30 dias. 

Os flavonoides da FEF-Cp foram resistentes a degradação durante 5 dias 

sob essa condição, embora a partir do 10o dia tenha sido observada 

alteração significativa no teor de flavonoides totais em relação ao tempo 

zero. Por fim, cabe destacar que ao final dos 30 dias de experimento, 

foram visualizadas alteração na coloração da FEF-Cp, e um teor de 

flavonoides totais cerca de 12% menor. 

O estudo de estresse ou degradação forçada é utilizado para prever 

possíveis produtos de degradação formados durante o período de 

armazenamento, o que justifica a utilização de condições mais severas 

que as utilizadas em estudos de estabilidade acelerada (SINGH et al., 

2013). Considerando a formação de novos compostos e/ou de produtos de 

degradação, não foi observada a presença das agliconas (apigenina e 

luteolina), assim como não foram detectados novos picos no perfil 

qualitativo monitorado por CLAE/DAD em todas as condições de 

estabilidade avaliadas.  

Corroborando com dados da literatura, os flavonoides C-

heterosídeos apresentaram perfil de estabilidade nas diferentes condições 

de temperatura utilizadas. O resultado do estudo acelerado forneceu 

importante indicativo da estabilidade desses compostos, sendo 

usualmente empregado com o objetivo de prever o que aconteceria com 

o produto farmacêutico armazenado em condições normais por um longo 

período de tempo (BRASIL, 2005). Apesar do teor de flavonoides totais 

ter apresentado diminuição mais representativa (superior a 10%) no 

estudo de estresse, ainda é possível inferir que esses compostos 

apresentam resistência à degradação, especialmente considerando que 80 
oC é uma temperatura elevada para armazenamento, e que, mesmo sob 

estas condições, 88% do teor de flavonoides totais foram mantidos 

inalterados. A diminuição no teor de flavonoides provavelmente se deve 

aos flavonoides glicosídicos que não apresentam estrutura C-heterosídeo. 

A ocorrência desses compostos foi sugerida em análise por LC/MS, no 

entanto sua identificação não foi possível. 

Os resultados da caracterização química e da estabilidade 

apresentados nesse capítulo demonstraram que a FEF-Cp apresenta um 

perfil rico em flavonoides glicosídicos, oriundos dos flavonoides 

majoritários isoorientina/orientina e isovitexina, que são resistentes à 

degradação em diferentes condições de temperatura e umidade. 

Adicionalmente, a atividade tipo-antidepressiva observada para FEF-Cp, 
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demonstra que os flavonoides são os responsáveis pelo efeito visualizado. 

Com base nos resultados apresentados, esse trabalho teve como próximo 

objetivo, o desenvolvimento de estudos no campo da tecnologia 

farmacêutica, visando à obtenção de um sistema fitoterápico 

microestruturado contendo a FEF-Cp. 
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CAPÍTULO 3 – Desenvolvimento e caracterização de sistema 

fitoterápico microestruturado contendo os flavonoides C-

heterosídeos de Cecropia pachystachya Trécul 

 

3.1 INTRODUÇÃO 

 

Atualmente a tecnologia farmacêutica tem recebido grande 

investimento na produção de terapias inovadoras. Diversos fármacos e 

medicamentos convencionais apresentam restrições em relação à 

biodisponibilidade, estabilidade e características organolépticas que 

dificultam o tratamento e adesão do paciente. Dessa forma, a 

encapsulação de ativos oferece oportunidades para contornar esses 

aspectos e modular a liberação no tempo e local desejado (IQBAL et al., 

2015; SHARMA et al., 2015). 

A microencapsulação é um processo no qual gotículas ou partículas, 

de material líquido ou sólido, são cercadas ou revestidas por uma película 

contínua de material polimérico em escala micrométrica (AGNIHOTRI 

et al., 2012). Diversas vantagens são atribuídas a esses sistemas, como a 

proteção do ativo a condições de pH e temperatura, melhora de 

características físico-químicas e propriedades organolépticas, e em 

especial, a propriedade de controlar a liberação do ativo (AGUIAR et al., 

2017). Essas características são possíveis em virtude dos materiais 

poliméricos utilizados atribuírem versatilidade a esses sistemas (IQBAL 

et al., 2015). 

A encapsulação têm se mostrado um recurso eficiente para aumentar 

a biodisponibilidade de substâncias bioativas, e, no contexto de derivados 

vegetais, essa ferramenta permite contornar possíveis limitações 

tecnológicas de extratos vegetais secos (ONWULATA, 2012). O 

emprego de novas tecnologias e inovações para garantir o efeito 

terapêutico dos medicamentos fitoterápicos é uma tendência atual. Um 

sistema de liberação microestruturado pode proporcionar melhor 

biodisponibilidade dos metabólitos secundários, pois as micropartículas 

conferem maior estabilidade, capacidade industrial e oferecem a 

possibilidade de ajuste de dose para alcançar níveis terapêuticos 

adequados (FELTRIN; CHORILLI, 2010; AGUIAR et al., 2017). 

Adicionalmente, a tecnologia da microencapsulação tem sido 

extensamente utilizada para manutenção da estabilidade química e 

obtenção de um controle na liberação de compostos fenólicos (LU; 

KELLY; MIA, 2015).  

Os sistemas de liberação modificada têm como objetivo liberar e 

manter de maneira sustentada quantidades de ativo suficientes para 
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alcançar níveis terapêuticos durante o período de tempo adequado 

(SHARMA et al., 2015). Considerando a obtenção de microestruturas 

para esse fim, diversas técnicas e materiais são descritos na literatura 

(SRI.S et al., 2012; AGNIHOTRI et al., 2012; SHARMA et al., 2015; 

PAULO, SANTOS et al., 2017). 

Nesse trabalho, a técnica de dupla emulsão seguida de extração-

evaporação do solvente foi selecionada para encapsulação dos 

flavonoides da FEF-Cp. A microencapsulação por dupla-emulsão 

apresenta potencial para incorporação de substâncias de caráter 

hidrofílico (IQBAL et al., 2015), sendo por esse motivo utilizada para 

obtenção de microestruturas contendo a FEF-Cp.  
 

3.2 OBJETIVOS 

 

3.2.1 Objetivo geral 

 
Desenvolver e caracterizar um sistema fitoterápico microestruturado de 

liberação modificada contendo a fração enriquecida em flavonoides C-

heterosídeos de Cecropia pachystachya Trécul. 

 

3.2.2 Objetvos específicos 
 

 Realizar um estudo de formulação para estabelecer a 

composição do sistema microestruturado e o método de 

preparação mais adequado. 

 Caracterizar os sistemas quanto à morfologia, tamanho de 

partícula, eficiência de encapsulação e teor associado. 

 Avaliar o perfil de liberação in vitro dos sistemas 

microestrutuados desenvolvidos. 

 

3.3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.3.1 Materiais 

 
O polímero utilizado para peparação das micropartículas foi o 

Eudragit® RS100 (etilacrilato:metil-metacrilato: cloreto de etil metacrilato 

de trimetil amônio, 1:2:0,1 - Evonik®). Para preparação do sistema 

microestruturado foram utilizados álcool polivinílico - PVA (Mowiol40-

88, Sigma–Aldrich®), cloreto de sódio (Vetec®), diclorometano 

(Merck®), laurilsulfato de sódio (Vetec®). Os solventes acetonitrila e 
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metanol são de procedência Merck®, e a água ultrapura foi obtida pelo 

sistema de filtração MilliQ (Millipore®).  

 

3.3.2 Métodos 

 

3.3.2.1 Estudos preliminares de formulação 

 

Considerando o caráter hidrofílico dos flavonoides de FEF-Cp, as 

micropartículas foram preparadas pela técnica de dupla emulsão a/o/a 

seguida de extração do solvente, com pequenas adaptações à formulação 

desenvolvida por Santos (2012). Inicialmente, visando estabelecer a 

quantidade de FEF-Cp a ser adicionada à fase interna aquosa da dupla 

emulsão, avaliou-se o teor em flavonoides totais obtido a partir da 

dispersão de 50 ou 100 mg da fração em 1 mL de água. Estas dispersões 

permaneceram sob agitação durante 24 horas a temperatura ambiente e 

sistema fechado e foram, a seguir, filtradas em membrana de PVDF (0,45 

µm). O teor de flavonoides totais solubilizado em água foi determinado 

por CLAE/DAD conforme descrito no item 2.3.4 (COSTA et al., 2011). 

A seguir, um estudo preliminar foi realizado para definir as 

condições de extração do solvente após a formação da dupla emulsão e 

avaliar a influência deste parâmetro sobre as caraterísticas de sistemas 

obtidos, bem como a capacidade destes sistemas de incorporar a FEF-Cp.  

Neste estudo, foram mantidos constantes para todas as formulações 

os parâmetros relativos à composição: (i) fase orgânica, constituída por 

uma solução de 500 mg de Eudragit® RS100 em 5 mL de diclorometano, 

previamente solubilizada com auxílio de banho de ultrassom; (ii) fase 

aquosa interna (a1), determinada com base no resultado da solubilidade 

dos flavonoides da FEF-Cp em água, constituída de 100 mg de FEF-Cp 

solubilizados em 1 mL de água ultrapura e filtrada em membrana PVDF 

de diâmetro de poro 0,45 µm, e (iii) fase aquosa externa (a2), constituída 

por 100 mL de solução aquosa de álcool polivinílico (PVA) a 0,5 % 

(m/V).  

Quanto à técnica de preparação, em todas as formulações para a 

formação da emulsão primária (a1/o), a fase oleosa foi vertida sobre a fase 

aquosa interna sob agitação com auxilio do dispersor Ultra-turrax® T25 

Basic (IKA, Alemanha) a 10.000 rpm durante 3 minutos. A seguir, a 

emulsão primária foi vertida sobre 100 mL de PVA 0,5% (m/V) sob 

agitação em Ultra-turrax®. As variáveis avaliadas nesta etapa foram a 

velocidade (4.000 e 6.000 rpm) e o tempo (1 e 3 min) de agitação 

necessários para formação da dupla emulsão. 
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Depois de formada a dupla emulsão, a fase aquosa de extração, 

diferentes volumes (100 ou 200 mL) de uma solução aquosa de PVA a 

0,1 % (m/V), foi adicionada ao sistema. A combinação das variáveis 

avaliadas resultou em 6 diferentes formulações conforme descrito no 

quadro 7.  

 
Quadro 7: Formulações preparadas a partir do estudo preliminar de formulação. 

  

ETAPA F1 F2 F3 F4 F5 F6 

Fase aquosa 

interna 
100 mg FEF-Cp - 1 mL água 

Fase oleosa 500 mg Eudragit – 5 mL diclorometano 

Emulsão 

primária 
Agitação 10.000 rpm – 3 minutos 

Fase aquosa 

externa 
PVA 0,5 % (m/V) 100 mL 

Dupla 

emulsão 

Agitação: 

6000 rpm 

3 min 

4000 rpm 

3 min 

6000 rpm 

1 min 

4000 rpm 

1 min 

6000 rpm 

3 min 

4000 rpm 

1 min 

Fase 

aquosa de 

extração 

PVA 

0,1% 

100 mL 

PVA 

0,1% 

100 mL 

PVA 

0,1% 

100 mL 

PVA 

0,1% 

100 mL 

PVA 

0,1% 

200 mL 

PVA 

0,1% 

200 mL 

 

Transcorrido o tempo de eliminação do diclorometano, as 

micropartículas foram isoladas por filtração em papel filtro quantitativo 

faixa preta (diâmetro de poro de 7 – 12 µm; Unifil®). As partículas 

isoladas foram lavadas três vezes com 100 mL de água purificada e, a 

seguir, congeladas a - 20 ºC por 48 horas, e secas por liofilização durante 

24 horas. 

 

3.3.2.2 Preparação dos sistemas microparticulados  

 

A partir dos resultados obtidos nos estudo anterior, um estudo de 

formulação foi conduzido, no qual foi avaliada influência da concentração 

da solução orgânica do polímero (500 mg de polímero dissolvidos em 3 

ou 4 mL de diclorometano) sobre a eficiência de encapsulação e o teor de 

flavonoides nas micropartículas. Neste estudo foram fixados os seguintes 

parâmetros: (i) fase aquosa interna, 100 mg FEF-Cp dissolvidos em 1 mL 

de água; (ii) fase aquosa externa, 100 mL de solução aquosa de PVA 0,5 

% (m/V); (iii) fase aquosa de extração, 300 mL de solução aquosa de PVA 

0,1 % (m/V); (iv) agitação para formação da emulsão primária: 

ultraturrax, 10.000 rpm, durante 3 min; (v) agitação para formação da 
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dupla emulsão: ultraturrax, 4.000 rpm, durante 1 min. As formulações 

foram preparadas em duplicata conforme o quadro 8, e o procedimento 

de isolamento, lavagem e secagem das micropartírculas foi realizado 

conforme descrito acima. 

 
Quadro 8: Formulações preparadas a partir do estudo de fomulação. 

  

ETAPA F1  F2 

Fase oleosa 
500 mg Eudragit 

3mL diclorometano 

500 mg Eudragit 

4mL diclorometano 

Fase aquosa interna 
100 mg FEF-Cp 

1 mL água 

Emulsão primária Agitação 10.000 rpm – 3 minutos 

Fase aquosa externa PVA 0,5 % (m/V) 100 mL 

Dupla emulsão  4000 rpm - 1 min 

Fase aquosa de 

extração 
PVA 0,1% - 300 mL 

 

Visando avaliar a repercussão da redução do tempo de eliminação 

do diclorometano sobre a eficiência de encapsulação e teor de flavonoides 

das micropartículas, um novo estudo de formulação foi realizado em 

ambiente climatizado sob uma temperatura de 40 ºC. Neste estudo foram 

mantidas as condições de preparação e as formulações descritas no quadro 

2 e incluída uma nova formulação na qual o polímero foi dissolvido em 5 

mL de solvente. As formulações foram preparadas em triplicata e estão 

sumarizadas no quadro 9. O procedimento de isolamento, lavagem e 

secagem das micropartículas foi realizado conforme descrito 

anteriormente. 
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Quadro 9: Formulações preparadas a partir do estudo de formulação para 

avaliação da influência da temperatura de evaporação/extração do solvente. 

 
ETAPA MCP1 MCP2 MCP3 

Fase oleosa 

500 mg Eudragit 

diclorometano 

(3 mL) 

500 mg Eudragit 

diclorometano 

(4mL) 

500 mg Eudragit 

diclorometano 

(5mL) 

Fase aquosa 

interna 

100 mg FEF-Cp 

1 mL água 

Emulsão 

primária 
Agitação 10.000 rpm – 3 minutos 

Fase aquosa 

externa 
PVA 0,5% 100 mL 

Dupla emulsão 4000 rpm - 1 min 

Fase aquosa 

de extração 

PVA 0,1% - 300 mL 

40 ºC 

 

3.3.2.2.1 Influência da pressão osmótica sobre a eficiência de 

encapsulação 

 

Considerando que osmolaridade do meio pode influenciar a 

formação de poros e, consequentemente, no perfil de liberação das 

micropartículas (FARAGO et al., 2008; SANTOS, 2012), um novo 

estudo foi realizado, tomando como base a formulação MCP1 (descrita no 

Quadro 9), na qual foi adicionado cloreto de sódio a 3 % (m/V) na fase 

aquosa de extração. Esta formulação foi denominada MCP1-NaCl. 

 

3.3.2.3 Caracterização das formulações 

 

3.3.2.3.1 Determinação do rendimento das formulações 
 

O rendimento foi calculado pela relação entre a massa obtida de 

micropartículas e a quantidade total de sólidos da formulação, levando em 

consideração a massa de polímero e a massa de flavonoides totais 

presentes em 100 mg FEF-Cp. O resultado foi apresentado em 

porcentagem conforme a equação 1. 

 

Rendimento (%) = (
micropartículas (mg)

total de sólidos da formulação (mg)
) × 100 

Equação 1 
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3.3.2.3.2 Determinação do diâmetro médio e distribuição granulométrica 

 

O diâmetro médio e a distribuição granulométrica das 

micropartículas foram avaliados por difração a laser em equipamento 

Mastersizer® 2000 Hydro (Malvern Instruments, Reino Unido), equipado 

com unidade óptica duplo laser feixe convergente de Hélio/Neônio (632,8 

nm) e LED (470 nm). As amostras foram analisadas em câmara de 

dispersão aquosa Hydro 2000SM (Malvern, Reino Unido) a 1500 rpm. 

A medida do diâmetro médio das partículas (D[4,3]) é calculada com 

base na teoria de que a difração da luz incidida na amostra é dependente 

do tamanho das partículas que a compõem. A distribuição granulométrica 

foi inferida a partir dos valores de Span e calculada conforme a equação 

2. Os índices D(0,1), D(0,5) e D(0,9) representam o diâmetro por volume 

equivalente ao qual 10, 50 e 90 % das partículas são menores. Com essa 

informação, o valor de Span é calculado como indicativo da distribuição 

de tamanhos da amostra. Neste índice, quanto mais próximo de zero, mais 

monodispersa é a amostra. 

 

𝑆𝑝𝑎𝑛 = (
D(0,9) − D(0,1)

D(0,5)

) 

Equação 2 

 
3.3.2.3.3 Morfologia das partículas 

 
As micropartículas liofilizadas foram analisadas por microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) quanto à formação e morfologia. As 

amostras foram metalizadas com uma fina camada de ouro e analisadas 

em aumentos variando entre 20 a 1400 vezes em microscópio JSM-

6390LV (JEOL, EUA), disponível no Laboratório Central de Microscopia 

Eletrônica da Universidade Federal de Santa Catarina (LCME-UFSC). 

 

3.3.2.3.4 Determinação da eficiência de encapsulação (EE) e teor 
de flavonoides totais nos sistemas microparticulados 

 

Exatamente cerca de 45 mg de micropartículas foram solubilizadas 

em 3,0 mL de uma mistura acetonitrila:metanol (2:1, V/V) com auxílio 

de banho de ultrassom durante 5 minutos. As soluções resultantes foram 

filtradas em membrana de PVDF (0,45 µm) e o teor de flavonoides totais 

foi determinado por CLAE/DAD (COSTA et al., 2011).  
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A observação de possíveis interferências dos componentes da 

formulação sobre a quantificação dos marcadores foi avaliada utilizando 

misturas físicas do polímero e da formulação branca com a FEF-Cp na 

mesma proporção estabelecida para a formulação. As misturas foram 

preparadas e avaliadas por CLAE/DAD nas mesmas condições 

anteriormente descritas, e o teor de flavonoides totais obtido foi 

comparado com a solução de FEF-Cp. 

Para o cálculo da eficiência de encapsulação foi utilizada a equação 

3, que descreve a relação entre a massa de flavonoides encapsulada e a 

massa total de flavonoides utilizada em cada formulação (massa de 

flavonoides presentes em 100 mg de FEF-Cp).  

 

EE (%) = (
massa de flavonoides totais encapsulada (mg)

massa de flavonoides totais utilizada na formulação (mg)
) × 100 

 

Equação 3 

 

O teor de flavonoides totais para cada formulação foi expresso como 

mg de flavonoides totais por 100 mg de micropartículas, conforme 

descrito na equação 4. 
 

Teor (%) = (
massa de flavonoides totais encapsulados

massa de micropartículas
) × 100 

 

Equação 4 

 

3.3.2.3.5 Estudo de liberação dos sistemas microparticulados 

 
O perfil de liberação dos sistemas microparticulados MCP1 e MCP-

NaCl foi avaliado em tampão HCl pH 1,2 e tampão fosfato pH 7,4 (USP), 

ambos contendo 0,5 % (m/V) de lauril sulfato de sódio. Cerca de 100 mg 

de micropartículas exatamente pesados foram transferidos para frascos 

contendo 15 mL de meio de liberação, de maneira a manter condições 

sink.  

Para análise em pH 1,2 foram avaliadas amostras após 30, 60 e 120 

minutos de liberação, enquanto que para pH 7,4 foram avaliados os 

tempos 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 12 e 24 horas. Cada tempo de análise foi 

preparado em triplicata em frascos individuais. Os frascos permaneceram 

fechados e mantidos em banho termostatizado (Dubnoff, CT-232) a 37 ºC 

± 0,5 ºC com agitação de 150 rpm. Transcorrido o tempo de liberação, as 

amostras foram imediatamente filtradas em membrana PVDF (0,45 µm) 
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e analisadas por CLAE/DAD. Como controle, a FEF-Cp foi submetida às 

mesmas condições de liberação descritas para as formulações de 

micropartículas. A partir dos resultados, gráficos de porcentagem de 

flavonoides totais liberados em função do tempo foram construídos. 

 

3.4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 A escolha da técnica e do polímero para encapsulação dos 

flavonoides da FEF-Cp em um sistema microparticulado foi realizada 

com base no trabalho de Santos (2012). A técnica da dupla emulsão a/o/a 

seguida de evaporação/extração do solvente é descrita na literatura para a 

microencapsulação de substâncias hidrofílicas (GIRI et al., 2013; IQBAL 

et al., 2015). As emulsões múltiplas, especialmente a/o/a, são relatadas 

como sistemas apropriados para encapsulação, proteção e liberação de 

ativos de caráter hidrofílico, além de permitirem a obtenção de maior 

eficiência de encapsulação em relação a emulsão simples, por exemplo 

(McCLEMENTS, 2015). Como matriz polimérica foi utilizado Eudragit 

RS100, que vem sendo utilizado para encapsulação de fármacos visando 

administração por via oral (TRAPANI et al., 2007; CRUZ et al., 2010; 

ALHNAN; BASIT, 2011; KLEEMANN et al., 2017; PATRA et al., 

2017). 

Considerando a característica hidrofílica da FEF-Cp, a técnica de 

dupla emulsão seguida de extração/evaporação do solvente foi utilizada 

para o desenvolvimento de micropartículas de Eudragit RS100 contendo 

os flavonoides da FEF-Cp. Diversos parâmetros foram estudados com o 

objetivo de obter micropartículas contendo maior teor encapsulado dos 

flavonoides da FEF-Cp, bem como obter uma liberação modificada dos 

ativos e evitar uma possível degradação no trato gastro-intestinal. 

 

3.4.1 Estudo preliminar de formulação 

 

Para definir a quantidade de FEF-Cp a ser utilizada no preparo das 

micropartículas, foi avaliada a concentração em flavonoides totais das 

soluções obtidas após a dispersão de 50 e 100 mg de FEF-Cp em 1 mL de 

água. A concentração de flavonoides totais nos filtrados das dispersões 

aquosas da FEF-Cp foi de 4769,18 ± 44,61 e 8956,04 ± 78,01 µg.g-1 para 

50 e 100 mg de FEF- Cp, respectivamente, correspondendo a 102,64% ± 

0,96% e 96,37% ± 0,83% dos valores teóricos esperados. Desta forma, 

definiu-se a fase aquosa interna (a1) como a solução resultante da 

dispersão de 100 mg de FEF-Cp em 1 mL de água, equivalentes a 89,56 



146 

 

± 0,78 mg de flavonoides totais adicionados à formulação de 

micropartículas.  

As formulações foram avaliadas por CLAE/DAD para determinação 

da eficiência de encapsulação e teor de flavonoides totais conforme 

metodologia previamente descrita (COSTA et al., 2011). Para observar 

possíveis interferências na detecção dos marcadores pelos componentes 

da formulação, misturas físicas do polímero e da formulação branca com 

a FEF-Cp foram preparadas, obedecendo à proporção da formulação. O 

teor de flavonoides totais encontrado nas mistruras foi comparado com 

solução de FEF-Cp de igual concentração, sendo encontrado o valor de 

97,93 ± 2,63 % e 100,17 ± 1,55 % para a primeira e segunda misturas 

respectivamente, demonstrando que os componentes da formulação não 

interferem na quantificação dos marcadores por CLAE/DAD pelo método 

utilizado. 

Estudos preliminares de formulação foram realizados com o objetivo 

de estabelecer as condições de preparação das micropartículas, que 

possibilitassem obter sistemas com características físico-químicas 

aceitáveis e com elevado teor de flavonoides totais encapsulado. Os 

componentes da formulação, quantidades e método para formação da 

emulsão primária foram mantidos fixos, de acordo com o relatado no 

quadro 7. Dessa forma, o valor teórico máximo do teor de flavonoides 

totais encapsulado seria de 1,76 mg de flavonoides em 100 mg de 

micropartículas, considerando uma eficiência de encapsulação de 100%. 

Nesse contexto, atingir valores próximos a esses foram o objetivo dos 

estudos de formulação. 

Este estudo preliminar demonstrou que a velocidade e o tempo de 

agitação parecem influenciar o teor encapsulado (Tabela 1). As 

formulações F4 e F6, preparadas com agitação menos vigorosa (4.000 

rpm) e por menor tempo (1 min), apresentaram eficiência de encapsulação 

e teor de flavonoides superiores às demais. Esses resultados corroboram 

com estudos anteriormente publicados, como o descrito por Ito e 

colaboradores, que descreveram a velocidade e o tempo de agitação da 

emulsão primária exercem influência na eficiência de encapsulação de 

micropartículas de PLGA contendo fármacos hidrofílicos (ITO; 

FUJIMORI; MAKINO, 2008).  As alterações em relação ao aumento do 

volume da fase aquosa de extração foram realizadas com o objetivo de 

facilitar a difusão do solvente orgânico (diclorometano) para o meio 

aquoso, aumentando a velocidade de solidificação do polímero durante a 

etapa de formação das micropartículas (YEO; PARK, 2004; 

JELVEHGARI et al., 2011). 
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Tabela 1: Resultados do estudo preliminar de formulação. 

 

Formulações Rendimento 

(%) 

 EE# 

(%) 

Teor de flavonoides  

(mg/100 mg MCP) 

F1  86  13,95 0,26 

F2 86  13,23 0,23 

F3 88  14,69 0,26 

F4 90  27,32 0,43 

F5 85  17,29 0,30 

F6 85  26,75 0,47 
#Eficiência de encapsulação 

 

Como pode ser observado na tabela 1, os valores de encapsulação e 

teor podem ser considerados muito baixos, mesmo considerando o caráter 

hidrofílico dos compostos encapsulados. A encapsulação de moléculas 

hidrofílicas e anfifílicas é considerada um desafio, devido à possibilidade 

de partição do ativo presente nas gotículas da fase orgânica para a fase de 

maior volume, a fase aquosa externa (McCLEMENTS, 2015; 

RAMAZANI et al., 2016).  

Nesse contexto, a seleção da metodologia para microencapsulação 

depende do grau de hidro/lipofilicidade dos ativos (LI; ROUAUD; 

PONCELET, 2008). A técnica de emulsão simples óleo-em-água (o/a) é 

geralmente utilizada para encapsulação de ativos hidrofóbicos ou 

fracamente solúveis em água. Entretanto, essa técnica não é adequada 

para ativos hidrofílicos em função da possibilidade de difusão do ativo 

para a fase contínua durante a formação das partículas. Nesse sentido, as 

emulsões múltiplas representam alternativas promissoras, sendo a dupla 

emulsão (a1/o/a2) geralmente utilizada. Os ativos hidrofílicos são 

solubilizados na fase aquosa interna (a1) da emulsão conferindo ao 

sistema maior eficiência de encapsulação (IQBAL et al., 2015). 

Adicionalmente, Lu e colaboradores (2016) também descreveram a 

dupla-emulsão como método ideal para encapsulação de polifenóis em 

sistemas de liberação modificada. 

Para obtenção de uma elevada eficiência de encapsulação de ativos 

hidrofílicos também são relatados outros aspectos, como a manutenção 

da estabilidade da emulsão primária (a/o), principalmente regida pela 

proporção do volume das gotículas da fase aquosa interna para o volume 

da fase orgânica, descrita como de fundamental importância. Além disso, 

a alta viscosidade da fase orgânica, influenciada pelo peso molecular e/ou 
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concentração do polímero, também se correlaciona com a obtenção de 

maior eficiência de encapsulação (RAMAZANI et al., 2016). 

Os métodos geralmente utilizados para microencapsulação têm 

como base o processo de emulsificação, onde gotículas contendo o 

polímero e ativo formam microesferas a partir da extração do solvente 

(RAMAZANI et al., 2016). Nesse contexto, outro ponto a ser destacado, 

é a escolha do solvente na técnica de emulsão seguida de evaporação, 

sendo desejável que o mesmo contemple os seguintes critérios: 

capacidade de solubilização do polímero escolhido; baixa solubilidade na 

fase contínua; baixo ponto de ebulição e alta volatilidade; e baixa 

toxicidade. Clorofórmio, acetato de etila, formiato de etila e 

diclorometano são usualmente utilizados nessa técnica, mas o 

diclorometano é amplamente descrito devido à rápida volatilização, 

produção de microestruturas esféricas e uniformes, além de alta eficiência 

de encapsulação (LI; ROUAUD; PONCELET, 2008). 

Considerando os aspectos discutidos, a técnica de 

emulsão/evaporação permite que a encapsulação dos ativos seja 

diretamente influenciada pela velocidade de solidificação das 

microesferas, etapa que ocorre em dois momentos, primeiramente pela 

extração do solvente para a fase aquosa externa, e após pela evaporação 

para o ambiente (RAMAZANI et al., 2016). Durante essa etapa da 

formulação, a difusão dos flavonoides da FEF-Cp se encontra facilitada, 

principalmente considerando o caráter hidrofílico da matriz fitoquímica 

da FEF-Cp e consequente afinidade pela fase aquosa externa. 

Com base nas evidências apresentadas, estudos de formulação foram 

conduzidos visando à obtenção de micropartículas com maior teor 

encapsulado e rendimento.  

 

3.4.2 Preparação e caracterização dos sistemas microparticulados 
 

3.4.2.1 Preparação do sistema microparticulado 

 

O estudo de formulação realizado a seguir objetivou avaliar a 

repercussão da relação de volumes entre fase aquosa contendo a FEF-Cp 

e fase orgânica contendo o polímero sobre a eficiência de encapsulação. 

Assim, foram preparadas formulações nas quais o volume de 

diclorometano foi reduzido (3 ou 4 mL), mantendo a quantidade de 

polímero (500 mg) . Esta alteração, além da relação de volumes entre fase 

interna aquosa e fase ogânica, também repercute no tempo de formação 

das micropartículas e, consequentemente, sobre a capacidade de 

encapsulação do sistema. Ainda, também com vistas a reduzir o tempo de 
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eliminação do solvente, um novo aumento do volume da fase aquosa de 

extração foi investigado.   

As formulações 1 e 2 apresentaram teor médio de 0,95 ± 0,07 e 0,70 

± 0,08 mg de flavonoides totais em 100 mg de micropartículas, e 

eficiência de encapsulação de 54,10 % ± 4,02 % e 39,08 % ± 4,50 %, 

respectivamente, evidenciando um aumento do teor encapsulado em 

relação ao primeiro estudo preliminar de formulação. Estes resultados 

demonstram que as variáveis avaliadas podem influenciar na obtenção de 

um teor elevado de flavonoides totais associado às micropartículas.  

Com base nos indicativos apontados durante os estudos anteriores, 

foi observado que a velocidade de eliminação do solvente parece exercer 

influência para obtenção de micropartículas com maior teor encapsulado. 

Nesse sentido, foram preparadas formulações com diferentes volumes de 

diclorometano (DCM) para solubilização do polímero na fase oleosa, e a 

etapa de eliminação do solvente foi realizada em ambiente climatizado a 

40 ºC em função da temperatura de evaporação do diclorometano (39,6 
ºC). Os resultados de rendimento, eficiência de encapsulação e teor de 

flavonoides totais estão descritos na tabela 2. 

 
Tabela 2: Caracterização dos sistemas micropartículados. 

 

FORMULAÇÃO 
Rendimento 

(%) 
Eficiência de 

encapsulação (%) 
Teor de flavonoides 

(mg/100 mg MCP) 

MCP1  

(3 mL DCM) 
83,70 ± 3,86 49,21 ± 1,14 0,87 ± 0,02 

MCP2  

(4 mL DCM) 
82,01 ± 7,93 35,68 ± 0,92 0,63 ± 0,01 

MCP3  

(5 mL DCM) 
94,98 ± 2,15 22,82 ± 0,61 0,40 ± 0,01 

MCP1-NaCl 83,52 ± 1,76 69,03 ± 1,14 1,22 ± 0,06 

 

Os resultados descritos na tabela 2 confirmaram as observações do 

estudo preliminar de formulação, considerando as variáveis no preparo da 

formulação que exercem influência para obtenção de maior teor de 

flavonoides totais encapsulado. As formulações preparadas com menor 

volume de diclorometano (MCP1) na fase oleosa apresentaram maior 

eficiência de encapsulação e teor associado.  

Ramazani e colaboradores (2016) relatam que a encapsulação de 

moléculas de caráter hidrofílico se configura um desafio, considerando 

que o ativo possui a tendência de difundir da fase polimérica para a fase 
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externa previamente à solidificação da microestrutura, fator que contribui 

para baixa eficiência de encapsulação. Portanto, parâmetros que acelerem 

a solidificação das microesferas levam ao aumento da eficiência de 

encapsulação de ativos de caráter hidrofílico e anfifílico (RAMAZANI et 

al., 2016). Nesse contexto, os resultados encontrados corroboram com o 

perfil hidrofílico dos flavonoides presentes na FEF-Cp, sendo 

evidenciada a correlação entre o menor tempo de eliminação do solvente, 

e a consequente formação mais rápida das micropartículas, com o maior 

teor de flavonoides associado ao sistema microparticulado.  

 

3.4.2.2 Influência da pressão osmótica sobre a eficiência de encapsulação 

 

 A adição de cloreto de sódio na fase aquosa de extração teve como 

objetivo avaliar o efeito da elevação da pressão osmótica durante a 

formação das micropartículas sobre diversas propriedades do sistema 

como tamanho de partícula, morfologia, eficiência de encapsulação e teor 

de flavonoides totais associado. Essa estratégia foi utilizada baseada na 

observação já amplamente descrita na literatura da influência da pressão 

osmótica na estutura das partículas obtidas, principalmente na diminuição 

da porosidade e, consequentemente, na capacidade de encapsulação e 

perfil de liberação do sistema (O'DONNELL; MCGINITY, 1997; 

PÉANA et al., 1998; HAN et al., 2001; HE et al., 2006; WANG; GUO, 

2008; YE, KIM; PARK, 2010). 

As micropartículas preparadas sob a influência de pressão osmótica 

elevada pela presença de NaCl (MCP1-NaCl) apresentaram eficiência de 

encapsulação e teor de flavonoides totais superiores às MCP1 (Tabela 2). 

Esses resultados corroboram com os descritos por Santos (2012), que 

testou diversas concentrações de NaCl na preparação de microestruturas 

por dupla emulsão, descrevendo a obtenção de microesferas com maior 

eficiência de encapsulação e perfil de liberação controlado sob influência 

da pressão osmótica na fase aquosa externa da formulação. 

Adicionalmente, Ye e colaboradores (2010) também relatam que a adição 

de sal na fase aquosa externa, contribui para o aumento da eficiência de 

encapsulação devido à película densa e polímero gerada em torno das 

microesferas, e do equilíbrio da pressão osmótica gerado na fase aquosa 

interna, que não permitem a saída do ativo para a fase aquosa externa. 

A utilização de agentes osmóticos como o NaCl para o aumento da 

pressão osmótica do sistema dificulta a entrada de água da fase externa 

em direção ao interior da partícula, diminuindo a possível formação de 

poros que ocasionam na perda dos ativos para o meio externo durante o 

preparo da formulação (LI; ROUAUD; PONCELET, 2008). Esse aspecto 
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é relevente, principalmente considerando que a técnica de 

emulsão/evaporação utilizada na preparação do sistema é fundamentada 

na evaporação do solvente da fase oleosa que leva à formação das 

micropartículas pela solidificação do polímero (LI; ROUAUD; 

PONCELET, 2008). Durante essa etapa de formação e solidificação das 

micropartículas são gerados canais de água que conectam a fase aquosa 

interna e externa, devido ao efeito osmótico, podendo ocasionar ao 

influxo dos ativos para o meio externo (JELVEHGARI et al., 2011; 

IQBAL et al., 2015).  

Os resultados obtidos neste estudo foram considerados satisfatórios, 

uma vez que as micropartículas contendo os flavonoides da FEF-Cp 
desenvolvidas neste trabalho têm por objetivo a avaliação final em 

modelo animal de depressão. Nesse contexto, micropartículas com maior 

teor de substâncias ativas resultam em uma menor dose a ser adminstrada, 

o que é sempre desejável, principalmente considerando a administração 

via oral em modelo in vivo. 

 

3.4.2.3 Caracterização dos sistemas microparticulados 

 

3.4.2.3.1 Avaliação do tamanho e morfologia das micropartículas 

 

Os resultados da determinação de tamanho médio de partícula e 

distribuição granulométrica (inferida pelo valor de span) estão 

sumarizados na tabela 3. 
 

Tabela 3: Granulometria das micropartículas. D[4,3]: diâmetro médio em 

volume; D(0,1), D(0,5) e D(0,9) diâmetro de partícula 

correspondente, respectivamente, a 10 %, 50 % e 90 % da distribuição 

acumulada; Span: polidispersão de tamanhos. 

 

Amostra 
Tamanho (µm) 

D[4,3] D(0,1) D(0,5) D(0,9) SPAN 

MCP1 95 31 77 157 1,6 

MCP1-NaCl 62 30 57 103 1,2 

 

A análise morfológica das partículas, realizada a partir das imagens 
obtidas por microscopia eletrônica de varredura (MEV), revelou 

partículas esféricas para os dois sistemas preparados (Figura 15). As 

micropartículas preparadas sem adição de cloreto de sódio (MCP1) 

apresentaram na superfície poros de diversos tamanhos distribuídos por 
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toda superfície. Por outro lado, as micropartículas preparadas com adição 

do agente osmótico (MCP1-NaCl) apresentaram uma superfície 

aparentemente rugosa, com menor número de poros distribuídos pela 

superfície comparados ao sistema MCP1.  

De acordo com o demonstrado na tabela 4, as MCP1 apresentaram 

diâmetro médio de 95 µm e faixa granulométrica variando de 31 a 157 

µm. O agente osmótico também contribuiu para obtenção de 

micropartículas menores e com menor distribuição de tamanhos, visto que 

as MCP1-NaCl apresentaram diâmetro médio de 62 µm com faixa 

granulométrica de 30 a 103 µm. A polidispersão de tamanhos, verificada 

pelo valor de Span, foi menor para as MCP1-NaCl em relação às MCP1.  
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Figura 21: Micrografias obtidas em MEV para as formulações MCP1 (A) e MCP1-

NaCl (B). 

 

 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
Autores relatam que a eficência de encapsulação e o tamanho de 

partícula não são completamente controlados na metodologia da dupla 

emulsão (a/o/a), porém fatores como a velocidade de agitação, 

viscosidade da fase oleosa, concentração do polímero, e em especial, 

influência da pressão osmótica, estão relacionadas as essas propriedades 

(ITO; FUJIMORI; MAKINO, 2007). O controle da pressão osmótica pela 

adição de sal na fase aquosa do sistema contribuí para obtenção da 
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partículas mais uniformes e com menor distribuição de tamanhos 

(GASPARINI et al., 2008; GASPARINI; HOLDICH; KOSVINTEV, 

2010). 

 

3.4.2.3.2 Estudo de liberação dos sistemas microparticulados 

 
Os perfis de liberação dos sistemas microparticulados foram 

avaliados em pH 1,2 simulando o tempo de residência no estômago, e no 

pH 7,4 considerando o tempo de trânsito das formulações no intestino. Os 

resultados referentes ao teor de flavonoides totais liberado no estudo em 

pH 1,2 estão sumarizados na tabela 4, e o perfil de liberação em meio pH 

7,4 são demonstrados na figura 16. 

 
Tabela 4: Teor de flavonoides totais nos intervalos de liberação em meio pH 1,2 

para os sistemas MCP1 e MCP1-NaCl. 

 

Amostras 
Teor de flavonoides totais liberado (%) 

0,5 1h 2h 

MCP1 55,42 ± 1,71 50,64 ± 4,19 53,19 ± 3,98 

MCP1-NaCl 12,41 ± 0,80 15,94 ± 0,36 23,76 ± 2,78 

 

 

Figura 22: Perfil de liberação dos sistemas MCP1 e MCP1-NaCl em meio pH 7,4. 
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O estudo de liberação demonstrou perfis diferentes para os dois 

sistemas microparticulados. O sistema MCP1 apresentou uma liberação 

em torno de 50% no pH 1,2, enquanto que no pH 7,4 em duas horas foram 

verificados cerca de 80% do teor de flavonoides totais livre no meio de 

liberação. Esses resultados corroboram com a estrutura porosa revelada 

nas micrografias (Figura 15A), estando o mecanismo de liberação 

possivelmente relacionado à entrada do meio aquoso para o interior do 

sistema, através dos poros, levando à difusão dos flavonoides para o 

exterior da partícula (McCLEMENTS, 2015). 

O sistema preparado com a utilização do gradiente osmótico MCP1-

NaCl apresentou modulação da liberação nos dois meios de liberação 

avaliados quando comparado ao sistema MCP1 (Tabela 4 e Figura 16). 

No meio com pH 1,2 foi verificada uma liberação inicial de 12% em 30 

minutos, sendo observado, ao final do período de duas horas, um teor de 

flavonoides totais de aproximadamente 24%. Já no pH 7,4 foi observado 

uma liberação lenta e contínua durante todo o estudo. O sistema MCP1-

NaCl atingiu cerca de 30% de liberação em 2 horas, e aumentou para 50% 

em 8 horas de experimento. Ao final do experimento foi observada a 

liberação de cerca de 70% do teor de flavonoides associado. Para a fração 

livre, em ambos os meios foi observada uma liberação de 100% nos 

primeiros tempos avaliados, demonstrando que as condições de estudo 

não foram limitantes da liberação. 

As micrografias revelaram a presença de poros na superfície dos dois 

sistemas (Figura 15), e essa porosidade parece exercer influência no perfil 

de liberação. No sistema preparado sem a influência da pressão osmótica 

(ausência de NaCl), foi observado maior número de poros na superfície 

das partículas, e também menor controle da liberação. Já as 

microestruturas do sistema MCP1-NaCl apresentaram maior controle de 

liberação em relação ao MCP1, efeito possivelmente relacionado à 

aparente a menor porosidade desse sistema.  

A liberação de compostos hidrofílicos em sistemas porosos depende 

da sua capacidade de difusão através da rede polimérica, e do tamanho 

molecular em relação ao diâmetro do poro (McCLEMENTS, 2015). Além 

disso, a porosidade dos sistemas exerce influência na modulação da 

liberação do ativo, sendo observado que a maior presença de poros pode 

aumentar consideravelmente a taxa de liberação (YANG, CHUNG; PING 

NG, 2001; FREIBERG; ZHU, 2004; GASPARINI; HOLDICH; 

KOSVINTEV, 2010).  

Em um trabalho de revisão recentemente publicado (LU; KELLY; 

MIAO, 2016), os autores relatam que existem poucos estudos na literatura 

sobre a liberação, transporte e absorção in vivo de sistemas 
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microemulsionados incorporados de polifenóis. Os autores comentam que 

os polifenóis encapsulados por dupla-emulsão apresentam liberação mais 

prolongada e controlada em relação ao sistema de emulsão simples (a/o). 

Porém, esses compostos encapsulados na fase aquosa interna em dupla-

emulsão (a/o/a), podem gradualmente difundir para a fase oleosa ou até 

mesmo para a fase aquosa externa, devido às suas propriedades 

anfifílicas, e esses fatores podem alterar o perfil de liberação. 

A fim de verificar possíves alterações na estrutura das partículas, 

foram realizadas micrografias dos sistemas após o estudo de liberação 

(Figura 17). Para o sistema MCP1 não foram observadas alterações 

morfológicas evidentes nas microestruturas após contato com o meio de 

dissolução. Já para o sistema MCP1-NaCl, foram visualizadas partículas 

mais aglomeradas com um início de erosão da matriz polimérica.  

Eudragit® RS 100 é um copolímero com grupos amônio quaternários 

presentes na forma de sais. Estes grupos conferem certo grau de 

permeabilidade ao polímero, além de atuar como agentes canalizadores, 

facilitando a entrada do meio através dos poros formados na parede da 

partícula promovendo um inchaço da matriz polimérica (JELVEHGARI 

et al., 2012). No caso das micropartículas preparadas com NaCl, a 

presença do sal pode ter deixado a matriz polimérica mais permeável 

(PATRA et al., 2017), facilitando a entrada de água e consequente 

flexibilização da cadeia polimérica iniciando assim a erosão da partícula 

durante o teste de dissolução. 
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Figura 23: Micrografias obtidas em MEV para as formulações MCP1 (A) e MCP1-

NaCl (B) após o estudo de liberação em pH 7,4. 
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3.5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Como objetivo desse capítulo, foram preparados e caracterizados 

dois sistemas microestruturados (MCP1 e MCP1-NaCl) contendo FEF-Cp, 

visando obter um prolongamento da liberação dos flavonoides de 

Cecropia pachystachya. Considerando o perfil hidrofílico da FEF-Cp foi 

utilizada a técnica de dupla emulsão seguida de extração do solvente. 

Entre os parâmetros estudados, foi observado que o tempo de eliminação 

do solvente - observado pela redução do volume de diclorometano da fase 

oleosa, e temperatura controlada em 40 oC - exerceram influência para 

obtenção de microesferas com maior eficiência de encapsulação e teor de 

flavonoides associado. 

Ainda, como parte dos objetivos, foi observado que o sistema MCP1-

NaCl apresentou maior controle de liberação dos flavonoides associados, 

devido à adição de cloreto de sódio para controle da pressão osmótica do 

sistema, levando aparentemente à redução na porosidade, maior eficiência 

de encapsulação e controle de liberação, em relação ao sistema MCP1. 

Nesse contexto, os resultados para a formulação MCP1-NaCl foram 

considerados satisfatórios, tendo em vista que foi obtida uma eficiência 

de encapsulação de cerca de 70% e um teor de 1,22 mg de flavonoides 

por 100 mg de micropartículas, em um sistema que apresentou uma 

liberação lenta e contínua in vitro durante 24 horas, com liberação acima 

de 70% em 8 horas. Por fim, considerando que o presente trabalho tem 

como objetivo a modulação da liberação dos flavonoides da FEF-Cp em 

um sistema microestruturado para avaliação via oral em modelo animal 

de depressão, é esperada uma possível redução na dose ativa devido à 

modulação da liberação dos flavonoides durante o tempo de residência da 

formulação no trato gastrointestinal. 
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Ao longo dos anos, os medicamentos fitoterápicos de origem 

etnofarmacológica forneceram novas entidades químicas com suposto 

perfil antidepressivo (EL-ALFY et al., 2012). Em uma avaliação recente 

da literatura foram observados inúmeros trabalhos de revisão e meta-

análise que evidenciam o potencial de derivados vegetais no tratamento 

de transtornos de humor (FARAHANI et al., 2015). Entretanto, apesar 

dos produtos naturais representarem caminhos viáveis para o 

desenvolvimento de novos tratamentos antidepressivos, ainda podem ser 

considerados escassos estudos sobre o mecanismo de ação desses 

compostos no SNC (EL-ALFY et al., 2012). 

Cecropia pachystachya Trécul (Urticaceae) é amplamente 

distribuída na região sul do Brasil (LORENZI & MATOS, 2002) tendo 

seu potencial farmacológico descrito por diversos autores (CONSOLINI 

et al., 2006; SCHINELLA et al., 2008; ARAGÃO et al., 2010; CRUZ et 

al., 2013; PACHECO et al., 2014), e também pelo nosso grupo de 

pesquisa (BRANCO-VANEGAS et al., 2014; GAZAL et al., 2014; 

GAZAL et al., 2015). Com relação à composição química, o extrato 

aquoso das folhas de C. pachystachya apresenta uma matriz rica em 

compostos fenólicos, especialmente de flavonoides C-heterosídeos como 

isoorientina, orientina e isovitexina (COSTA et al., 2011).  

Considerando a composição química de C. pachystachya, e as 

evidências científicas para os flavonoides, que se se destacam entre os 

metabólitos secundários com potencial para tratamento de patologias do 

SNC (MESSAOUDI et al., 2008; JÄGER; SAABY, 2011; WASOWSKI; 

MARDER, 2012), foram realizados estudos em parceria com 

pesquisadores de outras IES tendo como objetivo investigar o potencial 

do extrato aquoso (EA-Cp) no SNC (GAZAL et al., 2014; GAZAL et al., 

2015). 

Esses estudos sugeriram que o potencial neurofarmacológico do EA-

Cp estaria possivelmente relacionado a sua composição rica em 

flavonoides, e nos levaram aos objetivos contemplados nessa tese. Dessa 

forma, o presente trabalho buscou aprofundar a investigação do potencial 

dos flavonoides C-heterosídeos de C. pachystachya no SNC, 

especialmente do efeito tipo-antidepressivo (GAZAL, et al., 2014).  

Com intuito de aperfeiçoar a atividade já evidenciada, e de 

proporcionar uma possível redução na dose terapêutica, uma fração 

enriquecida em flavonoides C-heterosídeos de C. pachystachya (FEF-Cp) 

foi desenvolvida. A padronização e otimização da FEF-Cp realizada a 

partir de trabalhos anteriores (COSTA et al., 2011; SANTOS et al., 2016) 
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sendo possível obter uma fração enriquecida em cerca de três vezes o teor 

de flavonoides totais expressos em isoorientina (118.53 ± 2.50 µg.g-1) em 

relação ao extrato de origem (44.82 ± 0.45 µg.g-1). 

O perfil de flavonoides da FEF-Cp foi observado primeiramente por 

CLAE/DAD, sendo sugerida a presença de flavonoides de núcleo flavona, 

possivelmente derivados das agliconas apigenina e luteolina, devido às 

bandas características observadas no espectro de ultravioleta. A 

investigação mais aprofundada do perfil de flavonoides da FEF-Cp foi 

realizada com a utilização da ferramenta de espectrometria de massas 

(CLUE/EM/EM) que permitiu a detecção de compostos ainda não 

descritos para essa fração, assim como para C. pachystachya. Foi 

observado um perfil extremamente rico em flavonoides glicosídicos, 

sendo detectados 15 flavonoides, dos quais diversos isômeros.  

Ainda sobre as características químicas dos flavonoides da FEF-Cp, 

esses apresentaram perfil de estabilidade em diferentes condições de 

temperatura avaliadas. Nos estudos de estabilidade em temperatura de 

refrigeração (4 oC ± 2 oC; 30 dias), e acelerado (40 oC ± 2 oC e 75% ± 5% 

UR), não foram detectadas alterações no teor de flavonoides totais durante 

todos os experimentos. Porém, em condições de estresse (80 oC ± 2 oC; 

30 dias) o teor de flavonoides totais permaneceu estável durante apenas 5 

dias, sendo visualizado ao final do experimento um teor de flavonoides 

totais cerca de 12% menor.   

A avaliação do efeito tipo-antidepressivo da FEF-Cp foi realizada 

em dois modelos animais. No tratamento agudo, a FEF-Cp apresentou 

redução no tempo de imobilidade dos animais no teste do nado forçado 

nas doses de 50 e 100 mg.kg-1, permitindo uma redução na dose ativa na 

ordem de quatro vezes em relação aos resultados do EA-Cp (200 mg.g-1) 

(GAZALet al., 2014). Nesse estudo, foi observado que o mecanismo de 

ação da FEF-Cp estaria possivelmente relacionado ao seu potencial 

antioxidante, sendo observado efeito preventivo do dano oxidativo nos 

níveis de radicais carbonila, TBARS, atividade da mieloperoxidase, e 

concentração de nitrito/nitrato em algumas regiões cerebrais, como 

hipocampo, núcleo accumbens e amígdala. 

A partir dos resultados anteriores, a FEF-Cp foi avaliada em modelo 

de estresse crônico moderado (ECM). O tratamento com a FEF-Cp foi 

capaz de reverter o efeito do ECM, indicando efeito tipo-antidepressivo. 

De forma mais específica, a FEF-Cp foi capaz de reverter o aumento de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) na amígdala, 

hipocampo e núcleo accumbens. Além disso, o aumento da atividade da 

enzima mieloperoxidase, envolvida em processos de estresse oxidativo e 

doenças neurodegenerativas, também foi prevenido por FEF-Cp na 
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amígdala e hipocampo, assim como foi prevenido o aumento da 

concentração de nitrito/nitrato no hipocampo. A administração da FEF-

Cp também causou diminuição das enzimas pró-oxidantes superóxido 

dismutase e catalase no núcleo accumbens. Esses resultados corroboram 

para demonstrar um perfil neuroprotetor da FEF-Cp contra o dano 

oxidativo, os quais estão associados ao estresse e a depressão (NG et al., 

2008). 

Nos últimos anos, grandes avanços no desenvolvimento de sistemas 

terapêuticos de liberação modificada com base em matrizes fitoterápicas 

têm sido relatados na literatura (AJAZUDDIN, 2010; CHATUVERDI et 

al., 2011; ANSARI; ISLAM; SAMEEM, 2012). A encapsulação têm se 

mostrado um recurso eficiente para aumentar a biodisponibilidade de 

substâncias bioativas, permitindo contornar possíveis limitações 

tecnológicas de extratos vegetais secos, por exemplo (ONWULATA, 

2012). Neste contexto, o emprego de formulações de liberação 

modificada, em especial de microparticulas, pode aperfeiçoar a 

efetividade terapêutica de extratos vegetais e de seus derivados ativos 

(CHATUVERDI et al., 2011). Do ponto de vista tecnológico, a fração 

enriquecida desenvolvida (FEF-Cp) já apresenta vantagens em relação ao 

extrato de origem (EA-Cp), pois os altos teores obtidos para os 

constituintes majoritários permitiram uma redução da dose ativa. 

Dentro desse contexto, como etapa final do presente trabalho, foram 

desenvolvidas micropartículas contendo a FEF-Cp visando uma liberação 

modificada dos flavonoides. Baseado em um sistema previmente descrito 

para outra espécie de Cecropia (SANTOS, 2012), foram realizados 

estudos de formulação, onde foram investigados diversos parâmetros na 

preparação de microestruturas de Eudragit RS100 pela técnica de dupla 

emulsão seguida de evaporação do solvente.  

Como resultados do estudo de formulação, foi observado que os 

parâmetros que favoreceram a eliminação do solvente orgânico, e por 

consequência facilitaram a solidificação das micropartículas, levaram a 

obtenção de maior eficiência de encapsulação e teor de flavonoides 

associado. Entre os fatores podem ser citados a diminuição do volume do 

solvente orgânico, o aumento do volume da fase aquosa de extração, e a 

utilização de temperatura controlada em 40 oC. Ainda, a influência da 

pressão osmótica, por meio da adição de cloreto de sódio na fase aquosa 

de extração foi avaliada na formação das micropartículas. 

Nesse contexto, duas formulações foram desenvolvidas e 

caracterizadas, codificadas como MCP1 e MCP1-NaCl. O sistema 

preparado sob influência da pressão osmótica (MCP1-NaCl) apresentou 

maior efiência de encapsulação (69,03 ± 1,14 %) e teor de flavonoides 
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associado (1,22 ± 0,06 mg/100 g de micropartículas), além de perfil de 

liberação lento e contínuo. Esses resultados foram considerados 

satisfatórios, tendo em vista a perspectiva de avaliação em modelo in vivo 

de depressão. 
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5. CONCLUSÕES GERAIS 

 

 A obtenção de uma fração enriquecida em flavonoides C-heterosídeos 

(FEF-Cp) a partir do extrato hidroetanólico (EB-Cp) de Cecropia 
pachystachya Trécul foi desenvolvida e padronizada. A FEF-Cp 

apresentou teor de flavonoides totais de 118,53 ± 2,50 µg.g-1 expressos 

em isoorientina, teor cerca de três vezes superior ao obtido para o EB-

Cp (43,46 ± 0,88 µg.g-1). 

 

 O perfil de flavonoides da FEF-Cp foi caracterizado por 

CLUE/EM/EM sendo possível detectar a presença de 15 flavonoides 

diferentes, incluindo diversos isômeros. FEF-Cp apresenta uma matriz 

rica em flavonoides glicosídicos de núcleo flavona, especialmente 

apigenina e luteolina. A presença de flavonoides da classe O-glicosil-

C-glicosilflavonoides foi sugerida, sendo também detectada a 

presença de vitexina até o momento não descrita para C. 

pachystachya. 

 

 Os estudos de estabilidade demonstraram que os flavonoides da FEF-

Cp apresentaram resistência à degradação em diversas condições de 

temperatura. O teor de flavonoides totais se manteve sem alterações 

significativas nos experimentos de estabilidade sob refrigeração (4 oC 

± 2 oC; 30 dias), e acelerado (40 oC ± 2 oC e 75% ± 5% UR), entretanto 

em condições de estresse (80 oC ± 2 oC; 30 dias) o teor de flavonoides 

totais permaneceu estável durante apenas cinco dias. 

 

 FEF-Cp apresentou efeito tipo-antidepressivo após administração 

aguda in vivo nas doses de 50 e 100 mg.kg-1, atuando principalmente 

na atividade da enzima mieloperoxidase, concentração de 

nitrito/nitrato, e no metabolismo energético cerebral. 

 

 No modelo do estresse crônico moderado (ECM) in vivo, a FEF-Cp na 

dose de 50 mg.kg-1 foi capaz de reverter o comportamento tipo-

depressivo induzido pelo protocolo. Foi observado efeito preventivo 

do estresse oxidativo em diversas regiões cerebrais envolvidas na 

patogênse da depressão, permitindo inferir que a fração atua no 

equilíbrio oxidativo e exerce importante papel no mecanismo 

fisiológico da atividade tipo-antidepressiva da FEF-Cp.  
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 Micropartículas de Eudragit RS100 contendo os flavonoides da FEF-

Cp foram preparadas pelo método de dupla emulsão (a/o/a) seguida de 

evaporação do solvente. Os estudos de formulação demonstraram que 

os parâmetros estudados no sentido de favorecer a eliminação do 

solvente orgânico contribuíram para obtenção de maior eficiência de 

encapsulação e teor de flavonoides associado. 

 

 Foram preparados e caracterizados dois sistemas microestruturados, 

MCP1 e MCP1-NaCl, sendo no último estudada a influência da pressão 

osmótica sobre as características físico-químicas e perfil de liberação. 

Os resultados do sistema MCP1-NaCl foram considerados 

satisfatórios, sendo observada maior efiência de encapsulação (69,03 

± 1,14 %) e teor de flavonoides associado (1,22 ± 0,06 mg/100 g de 

micropartículas), além de perfil de liberação lento e contínuo. 
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