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RESUMO

Ao longo dos anos, as plantas medicinais forneceram novas entidades
guimicas com suposto perfil antidepressivo. Considerando a necessidade de
novos agentes terapéuticos para tratamento de desordens do SNC, pesquisas
recentes tém 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 administracdo do
extato aquoso de suas folhas. Esta planta contém majoritariamente compostos
fendlicos, especialmente flavonoides. Esse trabalho teve como objetivo a
padronizacdo quimica de uma fracdo enriquecida em flavonoides C-
heterosideos de C. pachystachya (FEF-Cp), e a investigacéo do seu potencial
tipo-antidepressivo in vivo. Ainda como parte dos objetivos, foi previsto o
desenvolvimento de microparticulas contendo a FEF-Cp para liberacdo
modificada dos flavonoides. A FEF-Cp apresentou teor de flavonoides totais
cerca de trés vezes superior ao extrato hidroetanélico (118,53 + 2,50 pg.g*
expressos em isoorientina) determinado por CLAE/DAD. O perfil de
flavonoides da FEF-Cp foi caracterizado por CLAE/EM/EM tendo sido
possivel detectar 15 flavonoides glicosidicos diferentes, dentre os quais
diversos isdbmeros. A presenca 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 a degradacdo em condi¢des de
refrigeragdo (4°C + 2°C; 30 dias) e de estabilidade acelerada (40°C £ 2°C e
75% + 5% UR), j& em condicdes de estresse (80°C + 2°C; 30 dias) o teor de
flavonoides totais permaneceu estavel durante cinco dias. FEF-Cp apresentou
efeito tipo-antidepressivo in vivo no tratamento agudo nas doses de 100 e 50
mg.kg?, sendo também capaz de reverter o efeito do modelo do estresse
cronico moderado na dose de 50 mg.kg™. Esse potencial tipo-antidepressivo
foi atribuido a capacidade da FEF-Cp de atuar no balanco oxidativo
apresentando perfil neuroprotetor em diferentes regides cerebrais.
Microparticulas (MCP) de Eudragit RS100 contendo os flavonoides da FEF-
Cp foram preparadas pelo método de dupla emulsdo (a/o/a) seguida de
evaporacdo do solvente. O sistema MCP:-NaCl apresentou eficiéncia de
encapsulacéo de 69,03 + 1,14 % e teor de flavonoides de 1,22 + 0,06 mg/100
g de microparticulas, além de perfil de liberacdo lento e continuo. Por fim, a
FEF-Cp apresentou atividade tipo-antidepressiva in vivo que foi
possivelmente atribuida as propriedades antioxidantes e neuroprotetoras de
seus flavonoides C-heterosideos, ainda, foi desenvolvido um sistema
microparticulado contendo a FEF-Cp (MCP;-NaCl) que apresentou
propriedades fisico-quimicas consideradas satisfatorias visando a liberacdo
controlada dos flavonoides.

Palavras-chave: Cecropia pachystachya, flavonoides C-heterosideos,
atividade tipo-antidepressiva, microparticulas.






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 ng.g*
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 °C £ 2 °C, 30
days) and accelerated stability (40 °C =2 °C and 75 £ 5% RH). However,
under stress conditions (80 °C + 2 °C; 30 days) the total flavonoid content
remained stable for 5 days. EFF-Cp presented antidepressant-like effect
(100 and 50 mg.kg™?) in in vivo acute protocol. In addition, EFF-Cp (50
mg.kgt) 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 (MCP; and MCP;-NaCl)
were prepared by double-emulsion (a/o/a) solvent evaporation. MCP;-
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 (MCP:-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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APRESENTACAO

A biodiversidade brasileira é uma fonte promissora de inimeras
oportunidades para a inovacdo, especialmente na area de farmacos e
medicamentos. A exploracdo desses recursos naturais € uma estratégia
valida na pesquisa de moléculas ativas para o desenvolvimento de novos
farmacos, 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 farmacos &cido salicilico, atropina, efedrina,
morfina, digoxina, taxol, vincristina e vinblastina, os quais sdo de amplo
uso na pratica clinica, e que evidenciam a importancia dos produtos
naturais como fonte de pesquisa para novas alternativas terapéuticas
(VERPOORTE, 2000; GILANI; RAHMAN, 2005; PATWARDHAN,
2005; CHATTOPADHYAY:; NAIK, 2007).

Nas Gltimas décadas, a depressdo tem sido reconhecida como um
importante problema de salde publica (MESSAOUDI et al., 2008;
DEAN, KESHAVAN, 2017). O transtorno depressivo maior (TDM)
exerce profundo impacto na qualidade de vida dos individuos e agrega
relevantes efeitos socioeconémicos (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
disponiveis para tratamento de desordens no SNC possuem efeitos
colaterais indesejaveis, como hipotensdo e sedacdo, além de potencial
para dependéncia e abuso (FAVA; KENDLER, 2000; NESTLER, et al.,
2002; BROWN et al., 2007; COVINGTON I1I; 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 a¢do no SNC para o tratamento da depressdo continua
atual e relevante (PAPAKOSTAS; IONESCU, 2015; KASTER et al.,
2016).

Diversos compostos oriundos de plantas medicinais tém
demonstrado potencial para pesquisa de novas alternativas para o
tratamento da depressdo (BAHRAMSOLTANI et al., 2015). Plantas
medicinais ja sdo utilizadas para tratamento dessa patologia (EL-ALFY;
ABOURASHED; MATSUMOTO, 2012), incluindo plantas que
apresentam composicdo rica em flavonoides, como as espécies de
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Passiflora, as quais apresentam evidéncias cientificas que confirmam
esse potencial (PETRY et al., 2001; SENA et al., 2009; GAZOLA et al.,
2015).

Os flavonoides sdo conhecidos por suas propriedades antioxidantes,
prevenindo o estresse oxidativo, que é considerado uma das causas de
distarbios 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; JAGER;
SAABY, 2011; WASOWSKI; MARDER, 2012), especialmente
considerando os flavonoides do tipo flavona C-glicosideo (LIU et al.,
2015; LIANG et al., 2016; WANG et al., 2016).

Cecropia pachystachya Trécul, espécie de estudo da presente tese,
apresenta distribuicdo na regido sul do Brasil, sendo popularmente
conhecida como embalba-prateada (BERG; ROSSELI, 2005). Os
extratos aquosos de suas folhas, contém majoritariamente compostos
fendlicos, especificamente acidos fendlicos e flavonoides glicosilados,
que frequentemente sdo relacionados como possiveis responsaveis pelas
atividades farmacoldgicas descritas para essas espécies (VELAZQUEZ et
al.,, 2003; CONSOLINI et al.,, 2005; CONSOLINI et al., 2006;
SCHINELLA et al., 2008; ARAGAO 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 observacdo, um dos objetivos desta tese é ampliar o
conhecimento acerca da composicdo quimica de C. pachystachya e
investigar o potencial de uma fragéo rica em flavonoides dessa espécie
em modelos de patologias do SNC.

Outro topico investigado no presente trabalho contempla O
desenvolvimento tecnolédgico de fitoterapicos, sub-area da tecnologia
farmacéutica aplicada a matrizes vegetais. Nesse contexto, a
microencapsulacdo fornece alternativas para manutencéao da estabilidade,
melhora da biodisponibilidade e modulacéo da liberagdo no tempo e local
desejado (PAULO; SANTQOS, 2017). A incorporacao de ativos oriundos
de plantas medicinais em microesferas atribui diversas vantagens, ja
tendo sido relatada para alguns metabdlitos secundarios como rutina,
camptotecina, quercetina, e extrato de Cynara scolymus, por exemplo
(SARAF, 2010; ONWULATA, 2012; GUPTA et al, 2015).
Adicionalmente, o tratamento de doencas cronicas, como a depressao,
pode ser beneficiado com a possibilidade de modular a liberacéo do ativo
(CASOLARO; 2015).

Dentro desse contexto, os capitulos a seguir irdo descrever a
investigacdo quimica de C. pachystachya, com énfase em flavonoides C-
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heterosideos e seu potencial antidepressivo in vivo. Ainda, estudos de
formulagdo contemplando a microencapsulagdo dos flavonoides de C.
pachystachya serdo abordados com o objetivo de modular a liberagéo
desses compostos.

A partir dos aspectos citados, o capitulo 1 apresenta a revisdo da
literatura englobando os temas abordados nessa tese, contendo dados da
literatura para Cecropia pachystachya tais como a descricdo da espécie,
sua composicdo quimica e potencial farmacoldgico. Ainda, foram
abordados aspectos sobre os flavonoides, especialmente os tipo C-
heterosideos. A neurobiologia da depressao e a investigacdo da atividade
tipo-antidepressiva foram brevemente discutidas. Finalizando, foram
abordados topicos que envolvem a tecnologia de sistemas
microparticulados para liberacdo de ativos.

O capitulo 2 contempla o preparo e a caracterizacdo quimica de uma
fracdo enriquecida em flavonoides C-heterosideos de C. pachystachya
(FEF-Cp). A padronizacdo 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 cronico moderado.

O trabalho finaliza no capitulo 3 que ird abordar o desenvolvimento
de microparticulas contendo a fracdo enriquecida em flavonoides C-
heterosideos de C. pachystachya visando a obtencdo de um sistema de
liberagdo controlada com potencial emprego no tratamento da depressao.

Por fim, foram apresentadas consideracgdes finais contemplando os
resultados obtidos nesta tese e as conclusdes gerais.
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CAPITULO | - REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Cecropia pachystachya Trécul

O género Cecropia apresenta cerca de 75 espécies, caracterizadas
como arvores pioneiras de clareiras ou beiras de mata, que vivem
preferencialmente nas partes Umidas ou semi-Umidas da regido
neotropical (BERG; ROSSELLI, 2005; ROMANIUC-NETO; GAGLIOTI;
GUIDO, 2009). Primeiramente descrito na familia Moraceae, as espécies
desse género sofreram diversas reclassificacOes, as quais passaram desde
a criagdo de uma nova familia - Cecropiaceae - por volta dos anos 70
(BERG, 1978), até serem finalmente classificadas na familia Urticaceae
de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas e filogenéticas
(SYTSMA et al., 2002).

As espécies de Cecropia sao arvores de médio a grande porte, com
folhas largas e lobadas, cuja coloracao e textura diferem de acordo com a
espécie. Possuem troncos ocos e segmentados, que acabam por conferir
alguns de seus nomes populares, como embadba ou ambay, derivadas da
palavra tupi “ambaiba”, que significa “tronco oco” (PIO CORREA, 1978;
BERG; ROSSELLLI, 2005). No Brasil, diversas espécies estdo distribuidas
desde a regido norte, abrangendo a Floresta Amazodnica, até as regifes
Centro-Oeste, Sudeste e Sul (BERG; ROSSELI, 2005).

Dentre as espécies de ocorréncia no pais, destaca-se Cecropia
pachystachya Trécul, a qual é popularmente conhecida como embauba-
prateada (Figura 1) (PIO CORREA, 1978). As arvores dessa espécie
apresentam cerca de 5 a 8 metros de altura e laminas de 20-40 centimetros
de didmetro. C. pachystachya é uma espécie amplamente distribuida no
Brasil, desde o limite sul da Bacia Amazonica, até a regido central e leste
do pais, estendendo-se até o Paraguai e norte da Argentina. Ocorre em
areas florestadas, desde a restinga até o cerrado, sendo caracteristica de
bordas de mata (ROMANIUC-NETO; GAGLIOTI; GUIDO, 2009).
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Figura 1: Folha de Cecropia pachystachya, a esquerda face adaxial e a direita
face abaxial.

Fonte: Flora digital - colecdo de imagens de plantas dos Estados do Rio Grande
do Sul e de Santa Catarina — Fotégrafo Marcio Verdi (2010).

As folhas de C. pachystachya séo utilizadas na medicina popular na
forma de cha para tratamento de problemas respiratérios como tosse,
asma e como expectorante. Sao encontrados também relatos de uso para
o0 tratamento de doencas do figado, dores de cabeca, como diurético e
fortificante do coracdo (CONSOLINI; MIGLIORI, 2005; COSTA et al.,
2011).

1.1.1 Aspectos biol6gicos

O género 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 sdo as que apresentam maior
numero de trabalhos na literatura. As mais recentes investigacdes pré-
clinicas de C. pachystachya encontram-se sumarizadas no quadro abaixo
(Quadro 1).



Quadro 1: Atividades farmacol6gicas descritas para Cecropia pachystachya.

Extrato e/ou
composto bioativo

Atividade bioldgica

Referéncia

Extrato em hexano/

Anti-inflamatéria

HIKAWCVUK et

R-sitosterol (in vivo) al., 1998
Extrato em etanol/ Anti-malarica
B-sitosterol e &cido L UCHOA, 2004
- (in vivo)
torméntico
Anti-hipertensiva CONSOLINI;
Extrato aquoso (in vivo) MIGLIORYI, 2005
Cardiotdnica
. CONSOLINI et
Extrato aquoso (ex vivo) al.. 2006

Sedativa (in vivo)

Extrato em
diclorometano/

Anti-inflamatéria

SCHINELLA et

4cido pomolico (in vivo) al., 2008
VELAZQUEZ et
Antioxidante al., 2003;
Extrato em metanol (in vitro) ARAGAOQ et al.,
2010
Ex~trato etanolico e Antl_-lels_hmanla CRUZ etal., 2013
fracéo acetato de etila (in vitro)
Flavonoides C- BRANGO-
licosideos Antifouling VANEGAS et al.,
g 2014
Fragdo aquosa a Tratamento de lesio | MAQUIAVELI et
partir de extrato o S
i cronica renal (in vivo) al., 2014
etandlico
Reducdo da leséo renal MAQUIAVELI
Extrato aquoso (in vivo) etal., 2014
Anti-inflamatdria PACHECO et al.,
Extrato em metanol PV
topica (in vivo) 2014
Extrato a0uoso Tipo-antidepressiva (in GAZAL etal.,
. Vivo) 2014
Extrato aguoso Preventiva em GAZAL etal.,
. transtorno-bipolar 2015
Géis contendo extrato Cicatrizante DUQUE et al.,
acetato de etila (in vivo) 2016
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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* em modelo de estresse cronico variado (GAZAL et
al., 2014). Nesse trabalho, foi relatada a presenca de acido clorogénico e
dos flavonoides isoorientina, orientina e isovitexina como compostos
majoritarios do extrato avaliado. Adicionalmente, parametros de estresse
oxidativo neurocerebral também foram estudados, tendo sido observado
o efeito de prevencdo da homeostase bioquimica e do dano oxidativo. Este
efeito foi demonstrado nos parametros de peroxidacdo lipidica e na
reducdo do teor total de sulfidrilas e da enzima glutationa peroxidase —no
hipocampo e no cortex pré-frontal provocados pelo protocolo de estresse
utilizado. Em um outro trabalho (GAZAL et al., 2015), o EA-Cp também
apresentou agdo preventiva em desordens bipolares por meio da reducéo
do dano oxidativo. Foi observado que o pré-tratamento durante 14 dias
com o EA-Cp (200 e 400 mg.kg™?) apresentou efeito preventivo similar
ao tratamento com cloreto de litio (45 mg.kg).

A atividade genotoxica do extrato aquoso de C. pachystachya foi
observada em tecidos cerebrais de camundongos, mas néo foi observado
potencial mutagénico na medula 6ssea. Além disso, foi inferido que os
compostos presentes no extrato aquoso podem ultrapassar a barreira
hemato-encefalica e agir no SNC. Entretanto, cabe destacar que esse
estudo foi realizado com doses de 500 — 2000 mg.kg, ndo sendo testadas
doses menores (MENDONCGCA et al., 2016).

Esses Ultimos estudos foram realizados por nosso grupo de pesquisa
em parceria com pesquisadores de outras IES, e forneceram base
cientifica para a continuidade da investigacdo do potencial de C.
pachystachya no SNC.

1.1.2 Composi¢do quimica

Os metabdlitos secundarios ja descritos para C. pachystachya
incluem terpenos e esteroides (Quadro 2), e diversas classes de compostos
fendlicos (Quadro 3) tais como &cidos fendlicos, flavonoides, catequinas
e procianidinas (COSTA et al., 2011). Os quadros abaixo apresentam 0s
compostos relatados para a espécie e algumas de suas caracteristicas
quimicas.



Quadro 2: Esteroides e terpenos relatados para Cecropia pachystachya.

(continua)
Classe . Massa
ESTEROIDES :&;leljr molecular Férmula estrutural
E TERPENOS (g.mol?)
R-sitosterol CaoHs00 414,715 /@éjg///t
Sitostenona C29H4s0 412,69082 Qéjg//x
Acido ursolico CaoHeoOs 458,725 /&
Acido pomélico CaHesOs 472.60972 \i&
Acido on
oleandlico C3oH103 456,70032
a-amirina CaoHs0 426,7174 /g;gz\ég




38

(concluséo)

Acido
torméntico

C30H480s5

488,69912

OH

OH

Fonte: Adaptado de COSTA e colaboradores (2011).

Quadro 3: Compostos fendlicos relatados para Cecropia pachystachya.

(continua)
Férmula
|
COI\(/I:PaCL?g?I'OS molecular/ uv
FENOLICOS Composto Massa maximo Formula estrutural
molecular (nm)
(9.mol™)
o]
c . CoHsgO4 265
cateoo 25 | " o
L 180,15742 442
Acidos o
fendlicos _
Acido C16H1809 265 o /&
.- 325 o NN on
clorogénico 354,30872 :@A/L [
255
Orientina | C2H20u 267
293(0mbr0)
448,3769 346
Flavonoides
C21H20011 24§ggbm)
Isoorientina o7
448,3769

349



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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(concluséo)

o C21H20010 271

Isovitexina 336
432,3775

Isoquerci- | €%H20%2 | o5y

trina 464.3763 362

Ci15H140
( +)_- 15H1406 280 o. o ,,@{OH
Catequina 290,26806 m

Ci15H1406 Ho. ol -
. 280 ’
Epicatequina) g ,eqne .

Procianidinas

Procianidina| C3H26012
B2 280
578,52024
Procianidina| C#H3e01e
c1 280
866,77242

Fonte: Adaptado de COSTA e colaboradores (2011).
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Como descrito anteriormente, C. pachystachya apresenta diversas
classes de compostos fendlicos que sdo frequentemente associados as
atividades farmacolégicas descritas para esta espécie. Considerando 0s
flavonoides como compostos majoritarios do extrato aquoso de suas
folhas (COSTA, et al., 2011), os prdximos topicos irdo compreender uma
contextualizacdo sobre essa classe de metabdlitos secundarios bem como
seu potencial farmacol6gico no sistema nervoso central.

1.2 FLAVONOIDES

Presentes quase universalmente em folhas verdes, os flavonoides
apresentam como principal funcéo no vegetal a protecao contra a radiacéo
ultravioleta. A resisténcia dos vegetais a esta radiacdo, que apresenta
baixo comprimento de onda (UV-B: 280-315 nm), é relacionada a
presenga desses compostos que atuam como filtros de raios UV,
conferindo protecdo aos tecidos fotossintéticos (HARBORNE;
WILLIAMS, 2000).

Amplamente distribuidos em frutas, vegetais, sementes e bebidas,
como o vinho e chd, os flavonoides estdo presentes na alimentacdo
humana ha mais de quatro milhGes de anos (HAVSTEEN, 2002).
Diversos autores descrevem essa classe de compostos como principal
fonte de metabdlitos nutracéuticos em plantas (GROTEWOLD, 2006).
Como caracteristica de compostos fenolicos, os flavonoides atuam como
potentes agentes antioxidantes e quelantes de metais, sendo este potencial
frequentemente associado as atividades biologicas relatadas para estes
compostos (HEIM et al., 2002).

1.2.1 Caracteristicas quimicas

Os flavonoides sdo compostos derivados dos fenilpropanoides, o0s
quais sdo conhecidos como unidades formadoras de compostos fendlicos
de maior complexidade. A biossintese nos vegetais ocorre a partir da
condensacdo de duas rotas metabdlicas, a do acido chiquimico e da acetil-
CoA, onde, respectivamente, hd uma conjugacao entre a molécula de 4-
cumaril-CoA com trés moléculas de malonil-CoA, originando a chalcona,
principal composto intermediario da via de biossintese dos flavonoides
subsequentes  (HARBONE; MABRY, 1982; ZUANAZZI;
MONTANHA; ZUCOLOTTO, 2017; ANDERSEN; MARKHAM,
2006).

O ndcleo fundamental dos flavonoides é constituido por 15 &tomos
de carbono que séo distribuidos em trés anéis A, C e B do tipo Cs-C3-Cs
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respectivamente (Figura 2), sendo que as diferencas no estado de
oxidacdo do anel C caracterizam as principais classes de flavonoides. A
variabilidade estrutural entre estes compostos deve-se a estruturacdo dos
anéis das agliconas, referente principalmente ao seu estado de
oxidacdo/reducdo, ao seu padrdo e posicdo dos radicais hidroxila, e
também as diferengas entre os substituintes dos grupamentos hidroxila
(ZUANAZZI; MONTANHA; ZUCOLOTTO, 2017; HAVSTEEN, 2002;
GROTEWOLD, 2006).

Figura 2: Nucleo fundamental dos flavonoides e principais subclasses.

Nicleo fundamental dos
flavonoides .

ANTOCIANO
. (Cation flavilio)
FLAVONOL OH O
FLAVONA
(5-hidroxiflavona)

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

Os flavonoides sdo geralmente sollveis em agua, e apresentam-se
normalmente oxigenados e frequentemente conjugados a moléculas de
acucar (heterosideos). Essa ligagdo entre o nicleo fundamental,
denominado genina ou aglicona, e os agUcares, pode ocorrer por meio de
uma hidroxila, originando os flavonoides tipo O-heterosideos ou
diretamente ao carbono do esqueleto basico, gerando os flavonoides tipo
C-heterosideos (HARBONE; MABRY, 1982; LIU, 2004).

1.2.1 Flavonoides C-heterosideos

A primeira descoberta destes compostos ocorreu no século XIX com
ascoparina em 1851, vitexina em 1898 e saponarina em 1906. Na maioria
dos casos, os flavonoides C-heterosideos coexistem com os flavonoides
O-heterosideos, e s80 necessarias técnicas cromatograficas e
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espectroscopicas especificas que auxiliem na caracterizacdo destes
compostos (CHOPIN; BOUILLANT, 1975; TALHI; SILVA, 2012).

Em funcéo de diferencas biogenéticas e estruturais que as diferem
de outros flavonoides, os compostos C-heterosideos de nicleo flavona séo
mais abundantes na natureza em relacdo as demais classes, como
flavanonas, flavonois, chalconas, antocianinas, proantocianinas e
isoflavonas por exemplo. Nos flavonoides C-heterosideos a ligagdo do
radical heterosideo ocorre diretamente no carbono anomérico da aglicona,
geralmente na posicdo C-6 ou C-8 do anel A (Figura 3), o que resulta em
maior estabilidade quimica e resisténcia a hidrolise (TALHI; SILVA,
2012).

O radical heterosideo € frequentemente constituido de
monossacarideos, embora dissacarideos e polissacarideos também sejam
relatados, 0s quais estdo comumente associados a classe dos O-glicosil-
C-glicosilflavonoides. A unidade do aglcar pode ocorrer de diferentes
formas (Figura 3), como em cadeias de pentose e/ou hexose, anéis de
furanose e/ou piranose, com andmeros a ou 3 e configuracdes dextrogira
(D) ou levogira (L). Além disso, sdo encontrados também grupamentos
acila ligados a molécula de aclcar e/ou diretamente a aglicona, sendo que
estes Ultimos constituem a classe dos O-acil-C-glicosilflavonoides
(TALHI; SILVA, 2012).

Figura 3: Representagdes quimicas das agliconas e radicais C- heterosideos que
compde a classe dos flavonoides C- heterosideos.

OH
CH;OH CH,0H
o]
HO Q
HO HO
OH

OH

FLAVONA 3 OH C-f3-o-glicopiranasil C-f3-p-galactopiranosil
HO Me o wo 0
Ho HO
HO'
OH OH
C-a-L-ramnopiranosil C-f-p-xilopiranosil

OH
OH [0} OH
~0
o o
Apigenina:C-3'=H HO
OH OH

Luteolina: C-3"=0H
C- a -L-arabinopiranosil C-fi-L-arabinopiranosil

Fonte: Adaptado de Chopin & Dellamonica (1988).
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Os flavonoides C- heterosideos naturais podem ser divididos em dois
grandes grupos: agliconas ndo-hidrolisaveis (mono e di-C-
glicosilflavonoides) e seus derivados hidrolisaveis (O-glicosideos e O-
acil derivados). Dentre estes estdo 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 ocorréncia de flavonas glicosiladas, as
informac0es a seguir serdo direcionadas para os derivados desta aglicona.

As flavonas monoglicosiladas representam importante esqueleto
guimico e tém sido exploradas devido ao seu potencial bioldgico tanto de
suas moléculas naturais quanto de derivados sintéticos e semissintéticos
(TALHI; SILVA, 2012; SINGH; KAUR; SILAKARI, 2014). Duas
agliconas sdo 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 posi¢des C-8 ou C-6 formam
0s isdOmeros de posicdo vitexina/isovitexina e orientina/isoorientina,
respectivamente, que contribuem para a composi¢do quimica de diversas
espécies vegetais (TALHI; SILVA, 2012).

Os di-C-glicosilflavonoides apresentam duas unidades de agUcar
ligadas a aglicona, normalmente nas posi¢des C-6 e C-8, e, assim como
nas monoglicosilflavonas, as agliconas apigenina e luteolina sdo as
flavonas predominantemente encontradas. Os flavonoides vicenina-2 e
lucenina-2, que apresentam o residuo glicopiranosideo, s&o descritos com
frequéncia entre as espécies vegetais (Figura 4). Outros heterosideos
também podem ser citados, como o arabinopiranosideo que ocorre
juntamente como o glicopiranosideo nas posi¢fes C-6 e C-8 da apigenina
formando trés isdbmeros de posicdo, o isoschaftosideo, schaftosideo e
neoschaftosideo, assim como os derivados da luteolina, isocarlinosideo,
carlinosideo e neocarlinosideo (TALHI; SILVA, 2012).
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Figura 4: Estrutura quimica dos di-C-glicosilflavonoides vicenina-2 e lucenina-2
e das respectivas agliconas.

FLAVONOIDE R, R, R,
Apigenina H H H

Luteolina H H OH
Vicenina-2 Glicose  Glicose H

Lucenina-2 Glicose  Glicose  OH

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

No entanto, os flavonoides C-glicosideos sdo 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
substituicdo O-glicosidica nas hidroxilas fendlicas da aglicona e/ou
ligadas as hidroxilas do radical C-glicosidico. Na ultima década foram
descritas sete novas flavonas pertencentes a esta classe, sendo diversos
derivados da apigenina substituidos por novos radicais polissacaridicos
(TALHI; SILVA, 2012).

Compreendendo as trés classes previamente descritas, os O-acil-C-
glicosilflavonoides apresentam um grupamento acila conjugado ao
flavonoide C-glicosideo em qualquer posi¢do. Os grupamentos acetila séo
comumente encontrados em derivados das flavonas e diversos estudos
indicam a presenca de ésteres de acetila ligados aos residuos glicosidicos
da C-glicosilflavona (TALHI; SILVA, 2012).

A identificacdo dos flavonoides C-glicosideos tem sido aperfeicoada
com o avanco da tecnologia analitica, especialmente na determinacdo da
estrutura e orientacdo (rotdmeros) dos carboidratos. A cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (CLAE) destaca-se como uma relevante
ferramenta para separagdo de misturas complexas desses compostos em
extratos vegetais. Entretanto, a literatura carece de maiores informacdes
relativas a esses compostos, Vvisto que a maior parte dos trabalhos utiliza
apenas a identificagdo baseada na espectroscopia de ultravioleta,
enquanto residuos de aglUcares e grupamentos acila ndo podem ser
identificados por essa metodologia. Os avancos da cromatografia liquida
acoplada a deteccdo por espectrmetria de massas (CLAE/EM) tém
constituido ferramenta indispensavel na resolugcdo de ambiguidades
estruturais, embora para resolucdo de estruturas complexas métodos
espectroscopicos mais sofisticados sdo necessarios. Atualmente a
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ressonancia magnética nuclear (RMN) de uma e duas dimensdes (1D/2D)
é uma ferramenta decisiva para determinacéo final da estrutura quimica
destes compostos (KITE et al., 2006; TALHI; SILVA, 2012).

1.3 ASPECTOS NEUROFARMACOLOGICOS
1.3.1 Neurobiologia da depressdo

Os transtornos de humor estdo entre as formas mais prevalentes de
doencas mentais. A depressdo, em especial, ja foi descrita ha diversos
milénios, pelo termo melancolia — em grego “bilis negra” — e sua primeira
descricdo documental foi feita por Hippocrates, cerca de 400 a.C.
(NESTLER; BARROT; et al., 2002). O transtorno depressivo maior
(TDM), de acordo com a Associacdo Americana de Psiquiatria, é
caracterizado como uma doenca complexa, multifatorial e heterogénea
que afeta cerca de 120 milhdes de pessoas no mundo (KESSLER;
BROMET, 2013). Dados de 2010 classificaram 0 TDM como a segunda
causa de incapacidade no mundo, correspondendo a 8,2% dos anos
vividos com essa morbidade (CZEH et al., 2016).

A depressdo compreende uma sindrome heterogénea de doencas
com diferentes causas e fisiopatologias. O critério diagnostico é baseado
em diversos sintomas, tais como irritacdo, humor deprimido, baixa
autoestima, pensamento de culpa/ desesperanca/ inutilidade, diminuicéo
ou perda de apetite e atencdo, insbnia, fadiga, pensamentos suicidas, entre
outros, que perduram por mais de duas semanas levando a perturbacéo do
cotidiano (NESTLER; BARROT; et al., 2002). Nesse contexto, o papel
do estresse merece destaque. A depressdo é frequentemente associada a
uma desordem relativa ao estresse, e existe evidéncia que episddios de
depressdo ocorrem no contexto de situacbes de estresse. Entretanto, o
estresse por si ndo é suficiente para causar a doenca, que deve ser
considerada uma interagdo entre pré-disposicdo genética e fatores
ambientais. Por fim, é importante destacar que apesar do tema ser
extensivamente estudado, o processo neurobioldgico que leva a depressao
ainda néo é completamente compreendido (CZEH et al., 2016).

As principais limitages que envolvem a elucidago dos mecanismos
neurobioldgicos precisos da depressao residem na sua natureza complexa,
heterogenicidade, e também na associagdo com outras comorbidades
psiquiatricas (KRISHNAN; NESTLER, 2008). Evidéncias crescentes
sugerem que os transtornos de humor estariam associados a distdrbios no
circuito de recompensa do cérebro. Esse circuito é responsavel por
orientar a atencdo, o consumo de recompensas naturais e garantir a
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sobrevivéncia. AlteragBes estruturais e funcionais nesse circuito estariam
relacionadas a deficiéncias comportamentais, como os distdrbios de
humor (RUSSO; NESTLER, 2013).

A regulacdo das emocdes é coordenada por diversas regifes
cerebrais, e diferentemente de outros distUrbios neuropsiquiatricos, como
as doencas de Parkinson, Huntington, Alzheimer e a esclerose lateral
amiotrofica, onde as lesdes patoldgicas sdo identificadas em regibes
especificas do SNC, ndo foi possivel, até 0 momento, identifica-las no
TDM. Nesse sentido, o conhecimento das funcbGes dessas regides
cerebrais em condi¢Ges normais permite inferir quais aspectos podem
estar relacionados a depresséo. O neocértex e 0 hipocampo podem mediar
aspectos cognitivos, como deficiéncias de memoria e sentimentos de
desesperanga, culpa e suicidio. O estriado (especialmente o estriado
ventral ou o ndcleo accumbens) e a amigdala sdo importantes na memoria
emocional e podem mediar a anedonia, ansiedade e a desmotivacdo que
predominam em muitos pacientes. A regido do hipotalamo 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
nucleo accumbens, hipocampo, amigdala basolateral e cértex pré-frontal.
De modo geral, alteragGes estruturais e metabdlicas foram identificadas
no sistema de recompensa em transtornos de humor. Contudo,
considerando a heterogeinidade da doenca, os resultados reportados na
literatura sdo frequentemente confrontados no sentido de que, para cada
achado positivo, relatos opostos ou nulos sdo descritos, enfatizando a
atencdo o cuidado que deve ser tomada na interpretacdo desses estudos
(RUSSO; NESTLER, 2013).

Apesar de extensa literatura em diversos aspectos dos transtornos de
humor, a fisiopatologia do TDM permanece imprecisa e ainda nédo
existem marcadores bioquimicos especificos para monitoramento clinico
diario dos pacientes (STRAWBRIDGE; YOUNG; CLEARE, 2017).
Evidéncias clinicas sugerem que uma parcela dos pacientes com TDM
apresenta caracteristicas semelhantes as de doencas inflamatdrias
cronicas, incluindo marcadores neuroinflamatérios (KUNUGI; HORI;
OGAWA, 2015). Ainda, a inflamagéo e 0 estresse oxidativo parecem
influenciar significativamente na neuroprogressdo da doenca, devido a
observacdo de niveis elevados desses biomarcadores em pacientes
deprimidos (BAKUNINA; PARIANTE; ZUNSZAIN, 2015).

O cérebro apresenta grande vulnerabilidade ao estresse oxidativo,
devido a sua elevada utilizacdo de oxigénio e consequente geracao de
radicais livres, mas com modestas defesas antioxidantes. Nesse contexto,
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0s mecanismos de estresse oxidativo encontram-se envolvidos na
patogénese das doencas psiquiatricas. A constituicdo do tecido cerebral
rica em lipidios fornece substratos para a oxidacdo, além do potencial de
reducgdo de certos neurotransmissores. Além disso, a presenca de metais,
como ferro e cobre, com potencial redox, contribuem para o desequilibrio
oxidativo (NG et al., 2008). Desse modo, deficiéncias nos niveis
sanguineos das enzimas antioxidantes: superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPXx), e produtos da peroxidacao
lipidica mais elevados j& foram relatados em individuos com esta
patologia (OZCAN et al., 2004; NG et al., 2008; MORETTI et al., 2012).

1.3.2 Tratamento da Depresséo

O tratamento da depressdo foi revolucionado ha cerca de 60 anos
com a descoberta dos antidepressivos triciclicos (imipramina) (Figura 5)
e dos inibidores da monoamina oxidase (iproniazida). A descoberta de
gue a depressdo poderia ser tratada com esses farmacos fornecia um dos
primeiros indicativos sobre os tipos de modificacdes quimicas no cérebro
gue regulam os sintomas depressivos. Com o avango dos estudos, foi
sendo demonstrado que esses farmacos causavam o0 aumento na
concentracdo extracelular de serotonina e noradrenalina na fenda
sindptica, em funcdo do bloqueio da recaptacdo ou por inibigdo da
monoamina oxidase, principal enzima metabolizadora desses dois
neurotransmissores, respectivamente (NESTLER; BARROT; et al.,
2002).

Estas descobertas conduziram ao desenvolvimento  dos
antidepressivos de segunda geracdo, como 0s inibidores seletivos da
recaptacdo da serotonina (ISRS) (Figura 5), os inibidores da recaptacdo
de noradrenalina (IRN) e os inibidores de ambos (IRNS), os quais sdo
amplamente utilizados (CZEH et al., 2016). A hipdtese mais aceita sobre
a neuropatologia do TDM é a do desequilibrio de monoaminas, que
enfatiza o papel do distdrbio da neurotransmissdo de monoaminas na
fenda sindptica. Contudo, quase todos os antidepressivos disponiveis
atualmente possuem o0 mesmo mecanismo de acdo dos antidepressivos
triciclicos, baseados em descobertas casuais que ocorreram ha mais de
meio século (CZEH et al., 2016), fato que gera a mesma eficacia que o0s
farmacos mais antigos (NESTLER; BARROT; et al., 2002).
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Figura 5: Estruturas quimicas de farmacos antidepressivos amplamente utilizados
na pratica clinica.

F
D
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(Triciclico) (ISRS)

Fonte: Adaptado de Rang & Dale (2007)

Apesar das diversas terapias antidepressivas estarem disponiveis
para o tratamento da depressdo maior, apenas cerca de um terco dos
pacientes com TDM atinge remissao da doenc¢a, mesmo quando recebem
tratamento antidepressivo ideal de acordo com as diretrizes de consenso
(STRAWBRIDGE; YOUNG; CLEARE, 2017). Ainda, para cerca de dois
tercos dos pacientes, 0s tratamentos atualmente disponiveis nao
funcionam de forma eficiente, sendo considerados "pacientes resistentes
ao tratamento". A depressao resistente ao tratamento (TRD) é definida
como a falha na resposta de um ou mais tratamentos antidepressivos
padronizados nos parametros de dose e duracdo (PAPAKOSTAS;
IONESCU, 2015). Neste contexto, 0 TRD esta associado ao aumento do
comprometimento funcional, morbimortalidade, e episédios recorrentes
ou cronicos em longo prazo. Para este grupo de pacientes, terapias
inovadoras sdo especialmente essenciais (PAPAKOSTAS; IONESCU,
2015; STRAWBRIDGE; YOUNG; CLEARE, 2017).

Os tratamentos atualmente disponiveis apresentam eficacia e
tolerabilidade limitadas, que incluem diversos inconvenientes como
retardo no inicio da agdo terapéutica, e efeitos colaterais, que diminuem a
adesdo do paciente (PAPAKOSTAS; IONESCU, 2015). Além disso, séo
observados efeitos adversos anticolinérgicos, interacdes farmaco-
farmaco e farmaco-alimento (POTDAR; KIBILE, 2011). Considerando o
transtorno depressivo como uma das doencas de maior prevaléncia e
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custo, a necessidade da busca de novas e eficientes alternativas
terapéuticas € um tema atual e relevante (EL-ALFY; ABOURASHED;
MATSUMOTO, 2012).

1.3.2.1 Potencial neurofarmacoldgico de plantas medicinais

As plantas medicinais tém sido utilizadas para tratamento de
diversos disturbios psicoldgicos ao longo do tempo, mas somente nas
Gltimas décadas seu papel foi melhor estabelecido, como por exemplo,
por meio do surgimento de evidéncias clinicas para os fitoterapicos a base
da erva-de-sdo-jodo (Hypericum perforatum) e kava-kava (Piper
methysticum) (SARRIS, 2007). Nesse contexto, o trabalho de reviséo de
El-Alfy, Abourashed e Matsumoto (2012) descreve diversas espécies, que
encomtram-se em estudos clinicos para tratamento de depressdo leve a
moderada, como o acafrdo (Crocus sativus), rodi6la (Rhodiola rosea),
lavanda (Lavandula angustifolia), echium (Echium amoenum), e a
formula 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 nimero 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 nivel
cerebral, exercendo diversas atividades no SNC (MESSAOUDI et al.,
2008; JAGER; SAABY, 2011; WASOWSKI; MARDER, 2012).

A atividade tipo antidepressiva, investigada em modelos animais, foi
atribuida aos flavonoides presentes em diversas espécies vegetais, como
os flavonoides O-glicosideos liquiritina e isoliquiritina (Glycyrrhiza
uralensis) (WANG et al., 2008; ZHAO et al., 2008) e o flavonoide C-
glicosideo 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 possiveis responsaveis pelas atividades
sedativas de diversas espécies como Valleriana wallichii, V. officinalis
(FERNANDEZ et al., 2005), e para 0 género Passiflora (PETRY et al.,
2001; SENA et al., 2009; GAZOLA et al., 2015).

Os produtos naturais representam uma fonte viavel e ainda pouco
explorada para a pesquisa de novos agentes terapéuticos, especialmente
considerando enfermidades do SNC (EL-ALFY; ABOURASHED;
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MATSUMOTO, 2012). Como exemplo pode-se citar os relatos da
atividade neurofarmacoldgica de trés espécies de Cecropia.

O extrato aquoso das folhas de C. obtusifolia apresentou efeitos
depressores e analgésicos em camundongos, tendo sido observada
diminuicdo na capacidade exploratoria e evasiva, além de promover
incoordenacao motora e efeito relaxante muscular (PEREZ-GUERRERO
et al., 2001). O extrato aquoso de C. glaziovii ndo demonstrou efeitos
ansioliticos em ratos ap0s tratamento agudo. Esta atividade somente foi
observada apos tratamento sub-crénico, sendo a fracdo butandlica 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 0s ensaios biomonitorados ex vivo e in vitro mostraram que este efeito
estaria relacionado com o blogueio da recaptacdo de monoaminas,
especialmente noradrenalina, sendo 0s 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 ndo foi antagonizado
ap6s administracdo de flumazenil. Mais recentemente, Gazal e
colaboradores (2015) relataram o efeito preventivo de transtornos
bipolares em ratos, sendo que o0 extrato aquoso avaliado atuou
principalmente na reducdo do episddio de relapso e no dano oxidativo
associado a 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 terapéuticas

Os modelos in vivo para estudo da depressdo incluem desde
manipulacBes genéticas até agentes estressores ambientais, ou ainda a
combinagdo de ambos, visando produzir fenétipos animais que simulem
os sintomas de pacientes deprimidos. Esses modelos sdo utilizados para
estudar os mecanismos biol6gicos que compreendem tais sintomas
eespecialmente para investigar novas estratégias de tratamento
(NESTLER; GOULD:; et al., 2002).

A utilizagdo dos modelos in vivo permite a investigacdo 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 s&o
estabelecidos com base em trés conceitos basicos: validade aparente
(fendtipo semelhante ao dos seres humanos que apresentam a doenca),
validade de construto (processos que resultam na patologia humana séo
abordados no modelo) e validade preditiva (sensibilidade a intervencbes
farmacoldgicas e ndo-farmacoldgicas efetivas em humanos) (NESTLER,;
HYMAN, 2010).

Os métodos para avaliagdo de mudancas comportamentais sao
fundamentais em modelos de depressdo, sendo avaliados aspectos
cognitivos e emocionais, como comportamento de desespero,
desesperanga, sintomas de ansiedade e anedonia (WANG et al., 2017). Os
modelos usualmente utilizados para avaliacdo de farmacos com potencial
antidepressivo sdo relatados no quadro 4.
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Quadro 4: Modelos animais usualmente utilizados para avaliagdo de farmacos
com potencial antidepressivo.

Modelo Sintoma
- simulado do Vantagens Desvantagens
animal
TDM
Validade baixa; alta
variabilidade
dependente de fatores
Facil; baixo custo; (temperatura e
Teste do nado . - - ;
forcado Desespero | simples para triagem | profundidade c_ig agua,
de farmacos. tamanho do cilindro)
resultados influenciados
por dificuldades
motoras.
Utilizado somente para
Teste de Baixo custo; simples camundongos;
suspensdo pela| Desespero para triagem de  [resultados influenciados
pata farmacos. por dificuldades
motoras.
Ansiedade. Fécil; baixo custo; . 2 .
- . . N&o ¢ especifico para
Teste do campo| Atividade |simples para triagem d ~
) epressdo, somente
aberto motora e de de farmacos. -
x ansiedade.
locomocéo.
Baixo custo; simples| As metodologias de
Teste de - :
referéncia a Anedonia para triagem de pesagem e_medlda
P farmacos. podem variar entre
sacarose
protocolos.
Anedonia. Apresenta qlversas -
x alteracoes Irreversivel; requer
. Reducéo dos S .
Bulbectomia P neurobioldgicas para| extracdo cirdrgica do
. niveis de - S -
olfatdria - investigacdo dos bulbo olfatdrio.
serotonina no ;
) mecanismos dos
cérebro. : .
antidepressivos.
Altamente validado;
Anedonia. |alteracGes fenotipicas
~ .| Diminuigdo da | (comportamentais e
Estresse cronico . N Protocolo longo e
sensibilidade |fisiol6gicas) ao longo
moderado . ; complexo.
aos estimulos de do protocolo;
recompensa. | recomendado para
triagem de frmacos.

Fonte: Adaptado de Wang e colaboradores (2017).
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Entre os modelos que envolvem protocolos de estresse, 0 modelo do
estresse cronico moderado (ECM) é extensivamente validado e realista,
baseado em um sintoma do TDM, a anedonia (em humanos) e o
comportamento tipo-aneddnico (em animais). O ECM envolve exposicao
dos animais a uma série de agentes estressores moderados - privacdo de
agua/comida, interrupcéo do ciclo claro-escuro, isolamento social, entre
outros - de modo imprevisivel, durante o periodo de 10 dias até oito
semanas (HILL et al., 2012). O paradigma do estresse induz efeitos de
longa duragdo nos pardmetros comportamentais, neuroquimicos,
neuroimunes e neuroendocrinos, que se assemelham as disfungdes
observadas em pacientes deprimidos. Ainda, cabe destacar que o
comportamento tipo-anedénico e o déficit no mecanismo de recompensa
podem ser revertidos por tratamento antidepressivo crénico, mas nédo
agudo (CZEH et al., 2016).

1.4 TECNOLOGIA DE SISTEMAS MICROPARTICULADOS PARA
LIBERACAO DE ATIVOS

A tecnologia de microencapsulacdo é explorada em diversas areas,
como nas industrias téxtil, de alimentos e eletrdnica, por exemplo.
Entretanto, o setor farmacéutico representa 68% de sua aplicacdo
(PAULO; SANTOS, 2017).

Caracterizadas por serem sistemas micrométricos (1-1000 pm), as
microparticulas sdo capazes de promover uma liberacdo sustentada,
modificada ou controlada de um composto bioativo (FREITAS,
MERKLE; GANDER, 2005). Esses sistemas sdo extensamente
investigados no ambito da administracdo por via oral (KUMAR et al.,
2006; BUILDERS et al., 2008; SANTOS, 2012; SUKSAMRAN et al.,
2013).

A microencapsulacdo pode exercer papel de protecdo a compostos
labeis, antes e depois da administracdo, ou ainda até atingirem sua ac&o
farmacoldgica, sendo que caracteristicas especificas destes sistemas
podem ser adaptadas com o objetivo de diminuir o efeito que o transito
intestinal exerce sobre estas, podendo permitir a reducéo da frequéncia de
doses. Estes sistemas apresentam como grande vantagem a versatilidade
na liberagdo do ativo, oferecendo alternativas para modulagéo da taxa de
liberagdo, liberacdo precisa de baixas doses de fArmacos potentes, e até
redugdo da concentragdo do farmaco em outros locais que ndo os 6rgédos
ou tecidos alvo (BERKLAND et al., 2002; SILVA et al., 2003).

Outros aspectos a serem considerados se referem as modificagdes
das caracteristicas morfoldgicas. A reducdo no tamanho de particula
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promove o aumento da area de superficie do sistema, aumentando sua
reatividade com membranas bioldgicas (AULTON; TAYLOR, 2013).
Nesse sentido, particulas menores apresentam maior retencdo no trato
gastrointestinal, sendo que tamanhos inferiores a 50 um séo considerados
ideais para interacdo com as mucosas gastrointestinais (GOTO et al.,
2006).

De acordo com a sua constitui¢cdo, os sistemas microestruturados
podem ser classificados em microesferas, sistemas matriciais nos quais o
farmaco se encontra uniformemente disperso e/ou dissolvido numa rede
polimérica, e microcapsulas, sistemas reservatorio constituidos por um
nicleo rodeado por uma membrana ou revestimento. Em uma
comparagdo direta entre 0s sistemas unitarios e as microestruturas, essas
podem permitir uma rapida e uniforme distribuicdo pelo trato
gastrintestinal, menor variacdo na biodisponibilidade e no risco de
toxicidade, além da possibilidade de ajuste de dose (SILVA et al., 2003).

Atualmente, a microencapsulacdo € utilizada no setor farmacéutico
para o desenvolvimento de sistemas de liberagdo modificada (SLM), com
0s objetivos de introduzir no mercado produtos inovadores que buscam
adequar o ativo para a via de administragdo, modular a liberacdo para o
local especifico e prolongar o tempo de meia-vida, fatores que contribuem
para maior adesdo do paciente. Para o0 SLM ser considerado eficiente, o
mesmo deve permitir que o ativo alcance e permaneca no local alvo no
periodo desejado (PAULO; SANTOQOS, 2017). Nesse sentido, certos
aspectos devem ser considerados no preparo de sistema
microestruturados, como (i) eficiéncia de encapsulacéo, (ii) estabilidade
do ativo durante o preparo e armazenamento (iii) facil administracdo na
via escolhida, (iv) liberagdo controlada que alcance niveis terapéuticos e
minimos efeitos colaterais (TRAN; BENOIT; VENIER-JULIENNE,
2011).

A determinacdo do tamanho de particula exerce influéncia na
distribuicdo do ativo dentro da microestrutura e, consequentemente, no
perfil de liberagcdo. Em microesferas pequenas (10 — 20 um) geralmente
o farmaco se apresenta homogeneamente distribuido, e nessas particulas
sdo visualizados perfis de liberacdo mais rapidos devido & maior area
superficial (KLOSE et al., 2006). Por outro lado, em particulas de
tamanho superior a 40 pum, os farmacos hidrofilicos apresentam a
tendéncia de se distribuir proximo a superficie, ja os ativos lipofilicos se
deslocam em dire¢do ao nlcleo do sistema. Considerando o perfil de
liberacdo nas microparticulas de ndcleos maiores, uma liberagcdo mais
lenta é observada devido ao maior tamanho da via de difuséo dentro da
particula e a diminuigdo do gradiente de concentracdo do ativo, e como
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estagio final, a degradacdo da matriz microestruturada também contribui
para modulacdo do perfil de liberacdo (TRAN; BENOIT; VENIER-
JULIENNE, 2011).

De modo geral, a solubilidade do ativo exerce influéncia no perfil de
liberacdo do sistema. Ativos lipofilicos apresentam liberagdo
frequentemente condicionada a erosdo do sistema, levando ao maior
controle da taxa de liberagdo. Porém, para fA&rmacos com caracteristicas
hidrofilicas, mecanismos de difusdo sdo usualmente observados. Nesse
contexto, é comum que formulagcBes contendo ativos hidrofilicos
apresentem efeito tipo burst, sendo visualizada uma liberacdo inicial
rapida em um curto periodo de tempo, previamente & liberagdo controlada
do sistema (MADERUELO; ZARZUELO; LANAO, 2011).

A metodologia geralmente utilizada para microencapsulagdo tem
como base a emulsificacdo, na qual goticulas de solvente orgéanico
contendo o polimero e ativo solubilizados formam microesferas a partir
da eliminacéo do solvente. Embora nesse método seja relatada a obtencéo
de elevada eficiéncia de encapsulacdo para moléculas lipofilicas, a
encapsulacdo de ativos hidrofilicos se configura um desafio,
considerando que o ativo tende a difundir da fase polimérica para a fase
externa previamente a solidificacdo da microparticula, levando a baixa
eficiéncia de encapsulacdo (RAMAZANI et al., 2016).

Diferentes estratégias podem ser aplicadas para diminuir o efluxo
dos farmacos hidrofilicos para a fase aquosa externa. No sistema de dupla
emulsdo (a/o/a) por exemplo, a estabilizacdo da emulsdo primaria (a/o) €
um fator importante para encapsulacdo do ativo, e pode ser aumentada
com a adicdo 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 pressdo osmotica do sistema pela adicdo de diferentes sais
como NaCl, NaBr, NaSCN, NaClO4, Na,SOs, na fase aquosa externa
também é relatado na literatura (RAMAZANI et al., 2016).

Santos (2012), ao avaliar o efeito do aumento progressivo da pressao
osmotica sobre as caracteristicas de microesferas de PLGA contendo
extrato padronizado de Cecropia glaziovii, observou a formacdo de
microparticulas de superficie lisa e compacta com pouca porosidade,
além de reducdo do tamanho comparado ao sistema sem adicdo de
NaCl na fase aquosa externa da emulsdo. Foi descrito também o
aumento da eficiéncia de encapsulagdo, e maior controle de liberacéo
in vitro.
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1.4.1 Aspectos gerais na preparacao de sistemas microparticulados

Diversos aspectos podem afetar as propriedades fisicas das
microparticulas, especialmente a natureza dos materais, parametros
utilizados no preparo dos sistemas e condi¢6es de operagdo. Os principais

fatores séo apresentados na figura 6.

Figura 6: Fatores que influenciam as propriedades das microparticulas.

PROPRIEDADES
DOS MATERIAIS

PARAMETROS

CONDICOES
OPERACIONAIS

Fase dispersa:

Fase dispersa:

Velocidade de agitagdo

polimero, solvente, viscosidade, volume, Temperatura
farmaco. quantidade de farmaco. Pressdo
Fase continua: Concentragédo do Tipo de agente
surfactante. surfactante. emulsionante

g

PROPRIEDADES DAS MICROPARTICULAS
Tamanho médio e distribui¢cdo de tamanhos
Morfologia da superficie
Estrutura interna
Eficiéncia de encapsulagdo

g

PERFIL DE LIBERACAO
DO FARMACO

Fonte: Adaptado de Li e colaboradores (2008).

O tamanho e a distribuigo de tamanho das microparticulas também
sdo diretamente infuenciados pelo tipo de polimero, solvente e técnica
utilizada. De modo geral, para todos 0s processos envolvendo polimeros
pré-formados, o estagio inicial é estabelecido pela formagdo da gota da
emulsdo que define o tamanho e a distribuicdo de tamanhos das
microparticulas resultantes (TRAN; BENOIT; VENIER-JULIENNE,
2011). Diversos processos sdo utilizados para formacgdo da gota, como
homogeinizacdo, sistema rotor-estator (Ultraturrax®), ultrassom e
atomizacdo por aspersdo (Spray-Dryer), por exemplo (FREITAS,
MERKLE; GANDER, 2005; LI; ROUAUD; PONCELET, 2008).
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Embora essas metodologias sejam relativamente faceis, a formacéo das
gotas pode ocorrer de forma aleatéria levando a uma ampla distribuicéo
de tamanhos. Por isso, o controle da formagdo da gota € importante para
obtencdo de um sistema microparticulado monodisperso (TRAN;
BENOIT; VENIER-JULIENNE, 2011).

Nesse trabalho, a técnica de dupla emulsdo seguida de extracdo do
solvente foi selecionada para encapsulagdo da FEF-Cp, e dessa forma, 0s
seguintes tdpicos abordardo maiores detalhes no contexto dessas
metodologias.

1.4.1.1 Metodologias

A escolha da técnica para microencapsulacdo deve levar em
consideracdo as caracteristicas fisico-quimicas do ativo, como a
solubilidade e estabilidade. Para preparacdo dos sistemas micrométricos
sdo descritas diversas técnicas, de escala laboratorial a industrial, que sdo
baseadas em modificacdes de trés metodologias basicas: a coacervagdo
fundamentada na separagdo de fases, secagem por aspersdo (spray-
drying) e extragdo/evaporacdo do solvente (FREITAS, MERKLE;
GANDER, 2005; DALMORO et al., 2012).

A técnica de emulsdo seguida de evaporacdo do solvente tem sido
amplamente descrita (IQBAL et al., 2015). A escolha do método para
obtencdo de uma encapsulagdo eficiente é condicionada a solubilidade do
ativo. Farmacos hidrofébicos ou pouco solGveis em agua sao
frequentemente encapsulados via emulsdo simples (o/a), que consiste em
quatro etapas: (i) dissolucéo do ativo e do polimero no solvente organico;
(ii) emulsificagdo da fase orgénica, denominada de fase dispersa, na fase
aquosa, denominada fase continua; (iii) extracdo do solvente da fase
dispersa pela fase continua, e em seguida de evaporagdo do solvente,
levando a transformacdo das gotas dispersas em particulas sélidas; e por
fim, (iv) recuperacdo e secagem das microesferas para eliminacdo de
solventes residuais (LI; ROUAUD; PONCELET, 2008).

Entretanto, 0 método anteriormente descrito ndo é adequado para
ativos hidrofilicos, considerando principalmente que a baixa solubilidade
em solventes orgénicos e/ou possibilidade de difusdo do ativo para a fase
continua durante o processo de emulsificacdo, resulta em uma baixa
eficiéncia de encapsulacédo do sistema. Para ativos de carater hidrofilico
sdo descritas quatro alternativas apresentadas no quadro 5 (LI;
ROUAUD; PONCELET, 2008).
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Quadro 5: Métodos para microencapsulacéo de ativos hidrofilicos.

METODO

PRINCIPIO

Emulsdo simples (o/a)
método de dispersao

O ativo na forma sélida é disperso em solucéo
contendo polimero e solvente organico.

Emulsdo simples (o/a)
com adicdo de co-
solvente

Adicdo de um segundo solvente orgéanico para
solubilizag&o do ativo.

Emulséo simples (0/0)

A fase aquosa é substituida por uma fase oleosa,
como 6leo mineral.

Dupla emulséo (a/o/a)

A solucdo aquosa contendo o ativo é emulsionada
na fase organica (a/o), e essa emulsdo primaria é
redispersa em uma segunda fase aquosa formando
a dupla emulsdo (a/o/a).

Fonte: Adaptado de Li e colaboradores (2008).

O método de dupla emulsdo apresenta grande capacidade de
encapsulacdo de ativos hidrofilicos, incluindo proteinas e peptideos. Essa
metodologia apresenta como vantagens a possibilidade de controle dos
pardmetros do processo e a capacidade de reproducdo a partir de
ferramentas simples. Na dupla emulsdo (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 microparticulas por dupla emulsdo seguida de

evaporagdo do solvente.
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Figura 7: Representacdo da preparacdo de microparticulas por dupla emulsdo
seguida de evaporacdo do solvente.

4

FA, -
Fase aquos:ll interna —_— a;/o/a,
y —>

(farmaco + agua)

g
Z1e)

Formagio da emulsio

o primiria (a;/o) Formacio da dupla emulsio

a,/o/a,
FO —_—
Fase orginica ’l’
(polimero + solvente) a
" — A 4 44
Fase aquosa externa T . .
(Agua + surfactante) R
MICROPARTICULAS —'-. .

Evaporacio do solvente

A fase aquosa interna contendo o ativo dissolvido ou suspenso (FA;) é
emulsionada na fase organica contendo o polimero dissolvido (FO) formando a
emulsdo primaria (a1/0). A emulséo primaria é redispersa em uma segunda fase
aquosa, denominada fase aquosa externa (FA.), contendo agente emulsificante
para formar a dupla emulsdo (ai/o/az). A remogéo do solvente orgénico leva a
solidificacdo das microparticulas.

Fonte: Adaptado de Giri e colaboradores (2013).

A etapa de evaporagdo do solvente segue dois processos de
transferéncia de massa (Figura 8). Na primeira, ocorre a difusdo do
solvente contido nas gotas da fase dispersa para a fase continua (F1), e em
seguida o solvente difunde na fase continua e evapora para 0 ambiente
(F2). A solidificacdo das microparticulas ocorre simultaneamente a
evaporacao do solvente (LI; ROUAUD; PONCELET, 2008).
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Figura 8: Representacdo da difusdo e evaporacdo do solvente no método de
emulsdo/evaporacdo na preparacdo de microparticulas.

EVAPORACAO

F,
I I I Interface entre o liquido e o ambiente
DIFUSAO
(Extraciio) Fn/__ Gota da fase dispersa
-
\ | Fase continua
/_

Fonte: Adaptado de Li e colaboradores (2008).

Apos a solidificagdo, as microparticulas podem ser separadas por
filtracdo ou centrifugacdo, e devem ser realizados procedimentos de
lavagem para retirada de residuos de tensoativo. Finalmente, as
microparticulas podem ser submetidas & secagem por liofilizacdo, 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
preparacdo dos sistemas micrométricos deve ser investigada. Na fase
dispersa, a escolha do polimero deve considerar o perfil de liberacdo
desejado, que é essencialmente determinado pelas propriedades fisicas do
polimero (LI; ROUAUD; PONCELET, 2008). Além disso, a via de
administracdo, e a quantidade de polimero por dose a ser administrada,
também devem ser observadas (WHISCHKE; SCHWENDEMAN,
2008).

Para preparacéo de microparticulas no &mbito farmacéutico diversos
polimeros sdo utilizados (GIRI et al., 2013; IQBAL et al., 2015). Entre os
polimeros mais utilizados podem ser citados o PLA (&cido polilatico) que
apresenta boas propriedades mecanicas e biocompatibilidade (IQBAL et
al., 2015); o PLGA (homopolimeros do &cido latico e do acido glicolico),
amplamente utilizado por ser aceito pelas agéncias regulatérias dos EUA
e da Comunidade Européia para uso humano (WHISCHKE;
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SCHWENDEMAN, 2008); o PCL (policaprolactona) apresenta
caracteristica biodegradavel e biocompativel (IBBAL et al., 2015); os co-
polimeros do acido metacrilico e dos ésteres acrilatos; além de diferentes
polissacarideos, 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 copolimero de poli(etilacrilato, metil-metacrilato
e cloreto de etil metacrilato de trimetil aménio) com grupamentos aménia
quaternarios presentes na forma de sal que terminam por conferir maior
permeabilidade (Evonik Nutrition & Care GmbH, 2015; PATRA et al.,
2017). Esse polimero apresenta a capacidade de intumescer em pH
fisiolégico, apesar de ser insoltvel (TRAPANI et al., 2007).

De modo geral, os polimetacrilatos sdo utilizados como agentes
formadores de filme para revestimento de capsulas e comprimidos.
Entretanto, diversas aplicacBes tém sido estudadas para esses polimeros
considerando suas propriedades para mascaramento de sabor, aumento da
permeacédo na pele, no epitélio intestinal e cdrnea, aumento da dissolucdo
e biodisponibilidade, além de possibilidade de modificar a liberacdo de
ativos (PATRA et al., 2017). Cabe ainda ressaltar que esse polimero vem
sendo amplamente utilizado para encapsulagdo de farmacos visando
administragdo por via oral (TRAPANI et al., 2007; CRUZ et al., 2010;
ALHNAN; BASIT, 2011; KLEEMANN et al., 2017). Além das
caracteristicas a ele conferidas, outro fator a ser considerado é o baixo
custo do Eudragit® em comparagdo a outros polimeros, como por
exemplo, o PLGA.

Com relagdo as caracteristicas do solvente, alguns critérios devem
ser obedecidos, especialmente na técnica de microencapsulagcdo por
evaporacdo do solvente, como: dissolver adequadamente o polimero,
apresentar baixa solubilidade na fase continua, ser altamente volatil com
baixo ponto de ebulicdo, e possuir baixa toxicidade (FREITAS et al.,
2005; GIRI et al., 2013). As propriedades dos solventes frequentemente
utilizados nessa técnica estdo listados no quadro 6.
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Quadro 6: Propriedades dos solventes usualmente utilizados na metodologia de
emulsdo seguida de evaporacédo do solvente.

PROPRIEDADES

VANTAGENS E

de ebulicdo | em agua

Baixa solubilidade em agua;

Cloroférmio 61°C 8 g/L maior toxicidade em relacéo
ao diclorometano.
Solubilizacéo de diversos

Diclorometano 39,7°C 20 g/L poli[nerqs; guase imisci,vgl.
em agua; altamente volatil;
alta toxicidade.
Baixa toxicidade;

Acetato de etila 77°C 90 g/L parcialmente soltvel em
agua.
Baixa toxicidade;

Formiato de etila 54°C 105 g/L parcialmente sollvel em
agua.

Fonte: Adaptado de Li e colaboradores (2008).

Os agentes surfactantes, ou tensoativos, sdo utilizados para dispersao
entre as fases imisciveis e como estabilizantes. Esses agentes reduzem a
tensdo superficial da fase continua, evitam a coalescéncia e a aglomeracgao
das goticulas, contribuindo para estabilizacdo da emulsdo. Os tensoativos
mais frequentemente utilizados em sistemas de dupla emulséo incluem o
alcool polivinilico (PVA), Tween 80 e Span 80 (IQBAL et al., 2015). No
entanto, o PVA é o tensoativo mais utilizado, devido a suas propriedades
hidrofilicas e biocompativeis, assim como boa resisténcia mecanica, e
estabilidade em temperatura e pH (LI et al., 2008; IQBAL et al., 2015).
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CAPITULO 2 - Investigacao fitoquimica, estudos de estabilidade e
avaliacdo da atividade tipo-antidepressiva de Cecropia pachystachya
Trécul

2.1 INTRODUCAO

Espécies de Cecropia (C. glaziovii e C. pachystachya) sdo o0s
objetivos de estudo do nosso grupo de pesquisa hd mais de 10 anos. Nesse
periodo foram realizadas investigac8es considerando o perfil quimico dos
extratos agquosos e ensaios do potencial farmacolégico (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;
MULLER et al., 2016; SANTOS et al., 2016; SANTOS et al., 2017). Com
base nesses trabalhos, é possivel afirmar que C. pachystachya apresenta
composi¢do quimica mais rica em flavonoides do ponto de vista
qualitativo e quantitativo em relacdo a C. glaziovii.

Sob o ponto de vista da constitui¢do quimica, o extrato aquoso de C.
pachystachya (EA-Cp) apresenta como compostos majoritarios acido
clorogénico e o flavonoide C-glicosideo isoorientina. Também foram
descritos os flavonoides orientina, isovitexina e isoquercitrina (COSTA
etal., 2011).

Os flavonoides sdo conhecidos por suas propriedades antioxidantes
prevenindo o estresse oxidativo, que é considerado uma das causas dos
disturbios que envolvem o SNC (GROSSO et al., 2013). Pesquisas
recentes relataram o potencial farmacologico dos flavonoides em
patologias do SNC (MESSAOUDI et al., 2008; JAGER; SAABY, 2011;
WASOWSKI; MARDER, 2012), especialmente considerando 0s
flavonoides do tipo flavona C-glicosideo (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 etal., 2014; 2015). Nesse trabalho,
foi observada atividade tipo-antidepressiva do EA-Cp nas doses de 200 e
400 mg.kg*, em modelo animal de estresse crénico variado. Os resultados
indicaram que esse efeito estaria associado ao potencial neuroprotetor dos
constituintes fenélicos presentes no EA-Cp, especialmente os flavonoides
C-heterosideos. Nesse mesmo trabalho, parametros de estresse oxidativo
neurocerebral também foram avaliados, tendo sido observado efeitos
preventivos na homeostase bioquimica e nos danos oxidativos. Tais
efeitos foram demonstrados por meio da avaliagdo de parametros da
peroxidacéo lipidica — prevencdo do aumento de TBARS, e da reducédo
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do teor total de sulfidrilas e da enzima glutationa peroxidase — no
hipocampo e no cortex pré-frontal (GAZAL et al., 2014).

Considerando que, (i) nosso grupo de pesquisa desenvolveu fraces
enriquecidas em flavonoides C-heterosideos a partir de folhas de C.
glaziovii e C. pachystachya (COSTA et a., 2011), (ii) que sob o ponto de
vista tecnolégico estas fragdes apresentam vantagens em relacdo aos
extratos de origem, (iii) que o maior teor dos constituintes majoritarios
pode permitir uma reducdo na dose necessaria para garantir a efetividade
terapéutica, e (iv) para destas fracOes foi detectada uma atividade tipo-
antidepressiva (GAZAL et al., 2014), o presente capitulo descreve o
desenvolvimento e a caracterizagdo quimica detalhada de uma fracéo
enriquecida em flavonoides C-heterosideos de C. pachystachya (FEF-Cp)
e a avaliacdo do seu potencial antidepressivo em dois modelos animais.

2.2 OBJETIVOS
2.2.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar uma fracdo enriquecida em flavonoides C-
heterosideos de Cecropia pachystachya e avaliar a atividade tipo-
antidepressiva in vivo.

2.2.2 Objetivos especificos

e Padronizar o desenvolvimento de uma fracdo enriquecida
em flavonoides C-glicosideos (FEF-Cp).

e Caracterizar quimicamente a FEF-Cp em relacdo ao perfil
qualitativo e quantitativo por HPLC/DAD e LC/QTOF.

e Realizar experimentos para avaliacdo da estabilidade da
FEF-Cp considerando estudos de estresse e de estabilidade
acelerada.

e Auvaliar o efeito agudo da administracdo da FEF-Cp em
ratos frente aos parametros comportamentais, inflamatérios
e de estresse oxidativo.

e Avaliar o efeito da FEF-Cp no comportamento tipo-
antidepressivo de ratos submetidos ao modelo de estresse
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cronico moderado, e frente aos parametros de estresse
oxidativo e metabolismo energético cerebral.

2.3 MATERIAIS E METODOS
2.3.1 Materiais

A resina de troca i6nica Amberlite® XAD-16 e os padrdes analiticos
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). Acido acético, alcool n-butilico, alcool metilico e outras
substancias e solventes utilizados foram de grau analitico. A agua

ultrapura foi obtida pelo sistema de filtragdo MilliQ (Millipore®, EUA).
2.3.2 Caracterizacdo da matéria-prima vegetal

Folhas de Cecropia pachystachya Trécul foram coletadas no
municipio de Torres, Estado do Rio Grande do Sul. O material
testemunho esta depositado no Herbario da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (ICN 150025).

Apos a coleta, as folhas foram secas em estufa de ar circulante (35 —
40 °C) durante trés dias, e posteriormente moidas 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 avaliacdo do teor de umidade da matéria-prima vegetal
foi realizada pela técnica da perda por dessecacdo (BRASIL, 2010).

2.3.3 Desenvolvimento de uma fracao enriquecida em flavonoides C-
heterosideos (FEF-Cp)

Considerando a necessidade de obten¢do de quantidade suficiente de
material para os estudos in vivo e tecnoldgicos, o desenvolvimento da
fracdo enriquecida foi adaptada e otimizada a partir de Costa et al. (2011).

Para isso a metodologia de extracdo foi realizada por turbolizacéo
(Ultra-Turrax T25 basic IKA®) utilizando etanol 20% como liquido
extrator na proporgéo de 5% (m/v), velocidade de agitacdo de 9500 rpm,
durante o periodo 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 hidroalcodlico (EB-Cp). Em seguida, o EB-
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Cp foi ultracentrifugado (4000 rpm), filtrado, desalcoolizado em
evaporador rotatdrio a 40 °C até volume final de 1 L.

O EB-Cp concentrado (1 L) foi submetido entdo a extragéo liquido-
liquido com n-butanol (9 x 500 mL) resultando em 4,5 L de fragdo n-
butandlica (FrBuOH-Cp). Apo6s a remog¢do do solvente em evaporador
rotatorio, a FrBuOH-Cp foi ressuspendida em agua e tratada com resina
Amberlite® XAD-16, na proporcio de 1:20:200 (FrBuOH-
Cp:resina:dgua; m/m/V) durante 1 hora sob agitacdo magnética. Em
sequéncia, a resina foi filtrada e os compostos adsorvidos extraidos com
metanol (1:200; FrBuOH-Cp:metanol; m/V) durante 30 minutos para
obtencdo da fracéo enriquecida em flavonoides C-heterosideos (FEF-Cp).
O metanol foi eliminado em evaporador rotatorio, e a secagem final da
FEF-Cp foi realizada por liofilizagdo. O fluxograma deste procedimento
resumido estd demonstrado na Figura 9.

Figura 9: Fluxograma representativo do fracionamento e obtengdo da FEF-Cp.
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2.3.4 Analise do perfil quimico da FEF-Cp por CLAE/DAD

O perfil cromatografico 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-validacao
do método analitico, utilizando o padréo analitico externo de isoorientina
para construcdo da curva de calibragdo. A linearidade do método
compreendeu as concentragdes de 0,585 — 500 pg/mL, sendo utilizada
para quantificacdo a equacdo: y = 19523x — 64494 (r = 0,9997). Os limites
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de deteccdo e quantificagdo foram de 0,292 e 0,585 pg/mL,
respectivamente.

Para realizacdo das analises foi utilizado cromatdgrafo PerkinElmer
Série 200 equipado com detector de arranjo de diodos, bomba quaternéria,
desgaseificador e autoamostrador. Os dados foram processados no
software Chromera® (Version 3.2.0.4847). Como fase estaciondria foi
utilizada uma coluna Brownlee® Choice C-18 (150 x 4,6 mm i.d.; 5 pm)
e como fase mdével um gradiente combinado de acetonitrila (A) e solucdo
aquosa de acido acético 1% (pH = 3) (B) nas seguintes condic@es: 0-30
minutos gradiente linear de A-B (5:95 v/v) para A-B (20:80 v/v); 30-40
minutos, isocratico A-B (20:80), com fluxo constante de 1,0 mL/min. O
volume de injecdo foi de 10 pL. A fase movel foi preparada diariamente
e desgaseificada através de sonicacdo antes da utilizagdo. 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 identificacdo dos picos foi realizada por meio de co-injecdo com
padrdes analiticos de referéncia (Sigma-Aldrich®).

A quantificacdo de flavonoides totais foi obtida por metodologia de
padrdo externo, utilizando isoorientina como substancia de referéncia. O
teor foi determinado por meio da soma das areas dos picos observados a
340 nm e identificados pelo padréo espectrofotométrico - obtido a partir
do detector de arranjo de diodos - caracteristico para flavonoides, sendo
0 teor calculado a partir da curva analitica do padrdo de isoorientina. O
teor de flavonoides totais foi expresso em miligramas de isoorientina por
grama de FEF-Cp (mg isoorientina.g FEF-Cp™).

2.3.5 Estudos de estabilidade da FEF-Cp

As metodologias para os testes de estabilidade foram baseadas na
legislagdo brasileira- RDC N°45 de 2012 e também no guia para conduzir
experimentos de estresse elaborado por Singh e Bakshi (2000).

As amostras foram analisadas em relagdo as caracteristicas
organolépticas, através de inspecao visual quanto ao seu aspecto geral.
Foram realizadas andlises 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 degradacao por estresse
em estufa com temperatura controlada de 80 °C (£ 2 °C) durante 30 dias.
O po6 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. Apds a coleta, as
amostras foram solubilizadas em agua ultrapura na concentracdo de 2
mg.mL1, filtradas com membrana PVDF (fluoreto de polivinilideno) com
diametro de poro de 0,45 pM, e analisadas por CLAE/DAD.

2.3.5.2 Estudo em condigdes de refrigeragéo

A influéncia do armazenamento sob condigdes de refrigeracdo foi
avaliada para a amostra na forma de pé e de solucdo aquosa durante o
periodo de 30 dias. Para isto, solu¢des aquosas de FEF-Cp (2,0 mg.mL"
1), e do pd de FEF-Cp foram acondicionadas em 18 frascos fechados, em
geladeira a 4 °C (+ 2 °C). A temperatura foi controlada com auxilio de
termo-higrémetro. Foram realizadas coletas nos tempos de: 5, 10, 15, 20,
25 e 30 dias.

Apo6s a coleta, as amostras em solugdo foram diluidas até
concentragdo final de 1 mg.mL™, enquanto as amostras em pé foram
solubilizadas em &gua ultrapura na concentracdo de 1 mg.mL?. As
amostras foram filtradas com membrana PVDF (fluoreto de
polivinilideno) com didmetro de poro de 0,45 uM, e analisadas por
CLAE/DAD.

2.3.5.3 Estudo de Estabilidade Acelerada

A FEF-Cp foi submetida durante o periodo de seis meses ao
experimento de estabilidade acelerada em condic¢des de temperatura de
40 °C (£ 2°C) e umidade relativa de 75% (+ 5%), conforme preconizado
na RDC 45 para insumos farmacéuticos ativos com condi¢Bes de
armazenamento de até 30 °C (BRASIL, 2012). Para isso, frascos abertos
contendo cerca de 20 mg da FEF-Cp foram armazenados em um
recipiente fechado contendo solugdo aquosa saturada de NaCl (36,6 g
NaCl — 100 g H20) e colocados em estufa a 40 °C.

Durante o periodo do experimento a temperatura e a umidade foram
controladas com a utilizacdo de termo-higrémetro. Foram realizadas
coletas mensais, em triplicata, nos periodos 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 a formacao
das agliconas apigenina e luteolina empregando os mesmos parametros
anteriormente descritos, exceto a composicdo da fase mdvel, a qual
obedeceu as seguintes condi¢des: 0-20 minutos gradiente linear de A-B
(15:85 v/v) para A-B (35:65 v/v); 20-25 minutos, isocratico A-B (35:65
v/v), com fluxo constante de 1,2 mL/min.

2.3.6 Andlise estatistica

Os teores de flavonoides totais observados durante o experimento de
estabilidade acelerada foram analisados por ANOVA de uma via seguido
de pds-teste de Dunnet. Diferencas significativas foram consideradas com
valor de P < 0,05.

2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.1 Analise quimica do processo de obtencédo da FEF-Cp

A matéria prima vegetal moida apresentou um teor de umidade de
9,82 % (+ 0,69) encontrando-se dentro dos padrfes de qualidade
preconizado pela Farmacopeia Brasileira de 8 - 14% (BRASIL, 2010).

O obtencdo do extrato bruto foi adaptada a partir de Santos (2016)
sendo realizada por turboextragdo (Ultraturrax®), utilizando como liquido
extrato etanol 20% (v/v) em uma proporc¢do droga vegetal:solvente de 5%
(m:V). Essas condigBes foram estabelecidas no intuito de reduzir o tempo
de preparagdo e garantir reprodutibilidade, agregando vantagens
tecnoldgicas em relagdo ao extrato por infusdo (COSTA et al., 2011), mas
sem modificar o perfil quimico anteriormente obtido. O perfil
cromatografico apresentou como compostos majoritarios o &cido
clorogénico, e os flavonoides isoorientina, orientina e isovitexina (Figura
10).
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Figura 10: Perfil cromatografico do extrato bruto de Cecropia pachystachya (EB-
Cp). 1. Acido clorogénico, 2. Isoorientina, 3. Orientina, 4. Isovitexina.
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Para condicOes cromatogréficas ver item 2.3.4

Para concentragdo dos compostos fendlicos, especialmente dos
flavonoides presentes no EB-Cp, foi realizado um processo de particdo
com n-butanol (ZUCOLOTTO et al., 2011). O EB-Cp foi submetido a
sucessivas extracdes liquido-liquido com n-butanol visando concentrar de
maneira exaustiva os flavonoides C-heterosideos. Os cromatogramas da
figura 11 demontram o perfil da FrBuOH-Cp e do residuo aquoso,
resultante do processo de particao.

Figura 11: Perfil cromatografico da fracdo butandlica (FrBuOH-Cp) [A] e do
residuo aquoso [B] de Cecropia pachystachya. 1. Acido clorogénico, 2.
Isoorientina, 3. Orientina, 4. Isovitexina.
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Como ¢é possivel observar, as sucessivas extragdes com n-butanol
foram efetivas em permitir a obtencdo de um perfil de extrato-
enriquecido, para a FrBuOH-Cp (Figura 6A). Além disso, 0 processo se
mostrou exaustivo, pois no residuo aquoso obtido foi detectada apenas a
presenca de &cido clorogénico, e visualizado somente tracos de
flavonoides (Tr 22,9 — 30,5 minutos) (Figura 6B).

Apos a particdo, o solvente da FrBuOH-Cp foi eliminado em
evaporador rotatério e a FrBuOH-Cp retomada em &gua para realizacao
da extracdo dos flavonoides com resina polimérica Amberlite® XAD-16.
Essas resinas sao utilizadas para extrair compostos fendlicos em extratos
vegetais ricos em compostos polares (TOMAS-BARBERAN et al., 1992;
LI; CHASE, 2009; COSTA et al., 2011). A figura 2 demonstra 0s
cromatogramas da fracdo enriquecida em flavonoides C-heterosideos de
Cecropia pachystachya codificada como FEF-Cp (Figura 12A) e da
fracdo residual aquosa (Figura 12B), resultante do processo de extragéo
com Amberlite® XAD-16.

Figura 12: Perfil cromatografico da fracdo enriquecida em flavonoides C-
heterosideos de Cecropia pachystachya (FEF-Cp) [A] e da fragéo residual aquosa
[B] resultantes do processo de extracdo com Amberlite XAD-16. 1. Acido
clorogénico, 2. Isoorientina, 3. Orientina, 4. Isovitexina.
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Os cromatogramas apresentados nas figuras 10 — 12 evidenciaram
que o processo de purificacdo a partir do extrato bruto hidroetandlico (EB-
Cp) até a obtencdo final do perfil enriquecido em flavonoides de FEF-Cp
foi efetivo. A FEF-Cp apresenta como compostos majoritarios 0s
flavonoides isoorientina (Tr 25,6 min), seguido de orientina (Tr 26,9 min)
e isovitexina (Tr 30,1 min), por sua vez, o acido clorogénico (Tr 15,2
min), majoritario no EB-Cp foi visualizado em maior concentragdo na
fracdo residual aquosa, ndo sendo adsorvido pela resina. Além disso, foi
possivel obter uma fracdo enriquecida em cerca de trés vezes o teor de
flavonoides totais em relacdo ao EB-Cp (Tabela 1).

Tabela 1: Teor de isoorientina e flavonoides totais no extrato bruto (EB-Cp) e
fracdo enriquecida em flavonoides C-heterosideos (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™; n =3

Considerando a extensa variedade de conjugacdo de moléculas de
acucar ao nucleo fundamental dos flavonoides descrita na literatura, e
reportada no capitulo 1 (item 1.2.1), a FEF-Cp foi submetida e reacdo de
hidrélise acida (HCI 0,1N — sob refluxo) com o objetivo de verificar quais
compostos seriam suscetiveis a degradacdo nessa condi¢do. De acordo
com a literatura classica de flavonoides (HARBORNE; MABRY, 1982;
CHOPIN; DELLAMONICA, 1988), a ligacdo do heterosideo diretamente
a aglicona por meio da ligacdo C-C confere resisténcia a hidrdlise, e,
nesse sentido, a reacdo de hidrolise forneceria informaces a respeito da
ligagdo glicosidica.

O cromatograma da figura 13 demonstra o perfil qualitativo da FEF-
Cp ap6s a reagdo de hidrdlise. Como observado, os trés flavonoides
majoritarios, isoorientina (1), orientina (2) e isovitexina (3), ndo
apresentaram sensibilidade em relacdo a condicdo de hidrdlise
confirmando a resisténcia dos flavonoides C-heterosideos a degradacéao
acida. Entretanto, os demais picos foram degradados indicando a possivel
presenca de ligacdes O-glicosidicas, sugerindo a ocorréncia 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 ap0s a reagdo de hidrolise acida (HCI 0,1
N). 1. Isoorientina, 2. Orientina, 3. Isovitexina.
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No intuito de explorar e caracterizar quimicamente o perfil
gualitativo dos flavonoides que compdem a FEF-Cp, foram realizadas
andlises por cromatografia de ultra eficiéncia acoplada ao detector de
espectrometro de massas (LC/QTOF). Os resultados dessa caracterizagdo
estdo descritos no artigo publicado no periddico Biomedical
Chromatography e encontra-se apresentado no item 2.4.3.

2.4.2 Avaliacdo da estabilidade da FEF-Cp
2.4.2.1 Estudo de estresse: Temperatura

Condicoes de estresse por meio de temperatura de 80 °C foram
aplicadas na amostra em forma de po, visando observar a resisténcia dos
flavonoides a situacbes de temperatura. Apés 30 dias de
acondicionamento em estufa, as amostras se apresentaram mais escuras
em relacdo a coloracdo original (Figura 14).
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Figura 14: Aspecto visual da FEF-Cp ao final do experimento de estabilidade
estresse (80 °C) (esquerda) e no tempo zero do experimento (direita).

O perfil qualitativo de flavonoides (Figura 14) ndo apresentou
alteracGes significativas, ndo sendo observada formacdo de produtos de
degradacgdo. A possivel degradacdo dos flavonoides levando a formagéo
das agliconas (luteolina e apigenina) também foi monitorada por CLAE,
mas ndo foram observados picos relativos a esses compostos. Contudo,
essa condicdo de temperatura parece influenciar no teor de flavonoides
totais (Figura 15). Foi observada uma diminuicdo gradativa do teor de
flavonoides totais nos primeiros 10 dias de experimento, de
aproximadamente 4% no 5°dia, e 12% no 10° dia. No entanto, as analises
posteriores (10 - 30 dias) demonstraram que esse teor permaneceu com
pequenas alteragdes, sendo observado no final do experimento um teor
12,13% menor quando comparado ao tempo zero.

Figura 15: Cromatograma da FEF-Cp ap6s 30 dias de exposicdo a temperatura de
80 °C 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 °C).

120~

1004

804

604

40+

Teor (mg.g™Y)

204

Barras representam a média + erro padréo (n = 3). *p < 0,05 em relagéo ao tempo
zero, de acordo com a ANOVA de uma via e pds-teste de Dunnet

2.4.2.2 Estudo em condic@es de refrigeracao

FEF-Cp também foi avaliada em condicGes de temperatura de
refrigeracdo (4 °C) na forma de pd e de solugdo aquosa. Nao foram
observadas alteracfes em relacdo as caracteristicas fisicas das amostras
durante os 30 dias de experimento. O perfil qualitativo ndo apresentou
alteragdes, ndo sendo observada formagdo de produtos de degradacéo, e
tampouco das agliconas (apigenina e luteolina). Considerando o teor de
flavonoides totais, ndo foram observadas alteragdes significativas durante
todo o experimento para FEF-Cp em pd e em solucéo (Figura 17 e 18).
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Figura 17: Teor de flavonoides totais durante o estudo em condicfes de
refrigeragdo (4 °C) da FEF-Cp na forma de po.
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Barras representam a média + erro padréo (n = 3). *p < 0,05 em relagdo ao tempo
zero, de acordo com a ANOVA de uma via e pds-teste de Dunnet

Figura 18: Teor de flavonoides totais durante o estudo em condicdes de
refrigeracdo (4 °C) da FEF-Cp na forma de solucéo.
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Barras representam a média + erro padrédo (n = 3). *p < 0,05 em relagdo ao tempo
zero, de acordo com a ANOVA de uma via e pos-teste de Dunnet
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2.4.2.3 Estudo de Estabilidade Acelerada

A avaliacdo da estabilidade dos flavonoides presentes na FEF-Cp foi
realizada por meio do estudo de estabilidade acelerada. Este estudo tem
por objetivo acelerar a degradagdo quimica e/ou mudancas fisicas de um
insumo farmacéutico ativo ou de um produto farmacéutico, sob condicoes
forcadas de armazenamento. Segundo a legislacdo, este tipo de estudo
demonstra empiricamente e com grande probabilidade de acerto o que
ocorreria no produto farmacéutico quando este é submetido a condicdes
normais de armazenamento por longo periodo de tempo (BRASIL, 2005;
BRASIL, 2012).

Para isso, o planeta foi subdividido em zonas com diferentes
especificacbes de temperatura e umidade, para possibilitar a
comercializacdo dos produtos em zonas climaticas distintas (BOTT;
OLIVEIRA, 2007). O Brasil internalizou as condigdes estabelecidas para
zona IV pela OMS, caracteristica de regido quente e Umida, com
temperatura de 30 °C (= 2 °C) e 75% (+ 5%) de umidade relativa
(BRASIL, 2005). A partir disso, foram estabelecidas as condigdes
climaticas para realizacdo dos estudos de estabilidade acelerada (40 °C £
2 °C e 75% UR * 5% UR) para insumos farmacéuticos ativos com
condicdo de armazenamento de até 30 °C (BRASIL, 2012).

Para realizacdo do estudo de estabilidade acelerada da FEF-Cp as
amostras permaneceram durante seis meses em condicdo de temperatura
de 40 °C (£ 2 °C) e umidade relativa de 75% (x 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 62més (Figura 19B).
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Figura 19: Perfil cromatografico da FEF-Cp no experimento de estabilidade
acelerada (40 °C + 2 °C e 75% * 5% UR). (a) tempo zero; (b) 6° més.
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Para condicOes cromatograficas ver item 2.3.4

O perfil de flavonoides nao foi alterado durante todo experimento de
estabilidade, sendo que ao final do experimento (Figura 18B) ndo foi
observado desaparecimento de picos correspondentes aos flavonoides (Tr
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de 22,9 — 32,5 minutos). Também néo foram visualizadas a formagéo das
agliconas apigenina e luteolina, e de produtos de degradacdo com perfil
espectrofotométrico caracteristico de flavonoides.

Considerando o perfil quantitativo preliminar (tempo zero) da FEF-
Cp é possivel afirmar que ndo foram observadas alterag6es 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 °C + 2 °C e 75% * 5% UR).
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Barras representam a média + desvio padrdo (n = 3). A anélise estatistica foi
realizada por ANOVA de uma via, seguida do pos-teste de Dunnet. P < 0,05
versus to foi considerado significativo.

Conforme previamente abordado nesta tese, os flavonoides C-
glicosideos diferem dos O-glicosideos em relagdo a ligacdo da molécula
do aclcar ser diretamente ao carbono anomérico do nicleo fundamental
do flavonoide, geralmente na posi¢do C-6 ou C-8 do anel A (Figura 2),
gerando maior resisténcia a hidrolise (TALHI; SILVA, 2012). Na
natureza, a ligacdo C-glicosidica é principalmente encontrada em
flavonoides de ndcleo flavona (PLAZA et al., 2014).

De modo geral, existem poucas informacGes acerca do efeito da
glicosilacdo na estabilidade dos flavonoides, no entanto, o nimero de
moléculas glicosidicas 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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glicosideos sdo ainda mais raros na literatura. Em um desses poucos
estudos (XIAO et al., 2016) flavonoides tipo C-glicosideos sdo descritos
como mais resistentes em relacdo aos O-glicosideos, assim como suas
respectivas agliconas.

Segundo a legislacdo vigente, a estabilidade de produtos
farmacéuticos depende de fatores ambientais como temperatura, umidade
e luz, e de outros relacionados ao préprio produto, como propriedades
fisicas e quimicas de substancias ativas e excipientes farmacéuticos,
forma farmacéutica e sua composi¢do, processo de fabricacdo, tipo e
propriedades dos materiais de embalagem (BRASIL, 2005; BRASIL,
2012). Especificamente para formulagdes baseadas em extratos vegetais,
0s testes de estabilidade possuem destacada relevancia, principalmente
para a determinagdo das condi¢bes de estocagem de extratos ou
medicamentos e garantia do tempo de validade dos mesmos, pois devido
a alta complexidade quimica, as formulacdes fitoterapicas possuem uma
maior tendéncia a alteracBes fisicas e quimicas (KOPLEMAN et al.,
2001; SINGH; KUMAR, 2006).

A partir dos resultados observados no estudo de estabilidade
acelerada da FEF-Cp, foi possivel verificar que os flavonoides C-
heterosideos, principalmente, isoorientina, orientina e isovitexina foram
estaveis nas condi¢Bes climaticas de armazenamento utilizadas. Esse
perfil de estabilidade atribui diversas vantagens tecnolégicas para essa
preparacdo fitoterapica, além de fornecer informacdes relevantes acerca
do comportamento de flavonoides do tipo C-heterosideos em condigdes
controladas de temperatura e umidade.

2.4.3 Publicacao: Perfil quimico, estudos preliminares de estabilidade
e efeito agudo da administracdo da FEF-Cp em ratos

Os resultados da caracterizacdo quimica dos flavonoides da FEF-Cp
e a avaliacdo 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 avaliagdo do comportamento apds
administracdo aguda da FEF-Cp em ratos, e o0s pardmetros
neuroinflamatdrios e de estresse oxidativo foram realizados em parceria
0s grupos de pesquisa coordenados pelos professores Jodo Quevedo,
Felipe Dal-Pizzol, Emilio Streck da Universidade do Extremo Sul
Catarinense (UNESC) e professora Fabricia Petronilho da Universidade
do Sul de Santa Catarina (UNISUL).
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Abstract
Thereis i ingi in natural antioxid that are candid for th i f brain damage occurring in major depressive disorders.
Cecropia pachystachya is a tropical tree species of Central and South America and a rich source of The aim of

this study was te characterize the flavonoid profile of an enriched flavencid fraction of C. pachystachya (EFF-Cp) and evaluate the antidepressant-
like effects of its acute administration in behavior, cytokine levels, oxidative stress and energy metabolism parameters. The EFF-Cp chemical
characterization was performed by HPLC/DAD and LC/QTOF. The antidepressant-like effects were performed by the forced swimming test,

splash test and open field test. EFF-Cp revealed 15 flavonoids, including seven new glycosyl ids for C. Q Y,
EFF-Cp showed isoorientin {43 46 mg/g), orientin (23 42 mg/g) and isovitexin (17 45 mg/g) as major C-glycosyl flavonoids. In addition. EFF-Cp
at doses 50 and 100 me/kg reduced the immobility time in the forced swimming test, without changing the | activity and ing time.

Abbreviations: CAT, catalase; EFF-Cp, enriched C-glycosyl flavensids fraction of Cecropia pachystachya: FST, forced swimming test: IL, interleukin: MDD, major
depressive disorder: NA, nucleus accumbens: PFC, prefrontal cortex; TBARS, thiobarbituric acid reactive substances; TNF-a, tumor necrosis factor
*These authors equally contributed to this wark.

Biomedical Chromatography. 2017:e3982. wileyonlinelibrary.com/joumal /bmc Copyright © 2017 John Wiley & Sons, Ltd. | 1of13
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In addition, EFF-Cp was able to prevent the oxidative damage in some brain areas. In conclusion, the results of this study suggest that EFF-Cp

exerts like effects with its
KEYWORDS
Cecropia C-glyeosyl major disorder, oxidative stress

1 | INTRODUCTION

Cecropia pachystachya Trécul (Urticaceae) is a fast growing tropical tree
species of Central and South America and is commonly known as
embaiiba, umbaiba, imbaiiba, embalva and embaiba-prateada (Costa,
Schenkel, et al. 2011). Their leaves have been used in folk medicine asa
diuretic, for the treatment of asthma, cough, hypertension, diabetes and
inflammation (Lorenzi & Matos, 2012). Concerning the chemical com-
position, the agueous extract of C. pachystachya leaves is deseribed as
a rich source of polyphenols, particularty C-glycosyl flavonoids as
isoorientin, orlentin and isovitexin (Costa, Ortmann, et al., 2011}

The fl. ids are secondary iboll idespread in medicinal
plants that have antioxidant (Rudnicki et al., 2007), anti-inflammatory
(Pacheco et al, 2014; Zucolotto et al. 200%) and central nervous
system properties (Sena, Zucolotto, Reginatto, Schenkel, & De Lima,
2009). These compounds are the main subgroup of phenolics and have
shown antioxidant and radical scavenging properties that are sug-
gested as suitable y and for the
management of different ailments, including degenerative diseases.
This group of secondary metabolites has been widely studied for their

like effects Farzaei, Farahani, & Rahimi,
2015). Further, Singh, Kaur, and Silakari {2014) described the flavones
as a high potential source of new therapeutic agents. In this context,
the glycosylated flavonoids, particularty C-glycosyl flavonoids, are
metabolites of pharmaceutical interest due to their extensive biological
applications (Talhi & Silva, 2012).

Despite the common occurrence and extensive research of depres-
sion. its pathophysiclogy is still not fully understood (Czarmy et al.,
2015). Currently, studies on the disease have focused on its molecular
aspects. Emerging evidence suggests a significant role for mitochon-
drial dysfunction, oxidative stress and inflammation as the main con-
tributors to the neuronal damage that is observed in major depressive
disorder (MDD) (Bakunina, Parlante, & Zunszain, 2015; Morris & Berk,
2015). On the other hand, antidepressants might decrease inflamma-
tory and oxidative damage and improve mitochondrial dysfunction in
animal models of depression (Réus, Abelaira, et al, 2015; Réus, Carlessi,
etal, 2015)and in depressed patients (Behr, Moreira, & Frey, 2012; Lee
et al. 2013). F . current have major short-
comings that indude slow onset of action, poor efficacy and unwanted
side effects, the search for new and improved antidepressants is still
relevant (El-Alfy, Abourashed, & Matsumoto, 2012}

There is increasing interest in the natural antioxidants contained in
medicinal plants, which are candidates for the prevention of brain
damage that occur in MDD (Dwyer, Whitten, & Hawrelak, 2011). Our
research group has been investigating the potential of C. pachystachya
extracts and fractions in the central nervous system. Its crude extract,
which contains phenolic constituents, particularly flavonolds as major

compounds, had protective effects upon brain damage (Gazal et al.
2015, 2014). These results led us to further development of an enriched
C-glycosyl fl ids fraction of C. pach hya (EFF-Cp) that recently
was described with antidepressant-like behavior in a chronic mild stress
pratocol (Ortmann et al, 2016)

Therefore, considering the importance of finding rew chemical
entities and the increasing interest in natural sources to pharmaceuti-
cal development, the present study aimed to characterize the chemical
profile and stability of the flavonoids in EFF-Cp and evaluate its effects
in acute protocols on depressive behavior and in biochemical parame-
ters in the brains of adult rats.

2 | EXPERIMENTAL

21 | Enriched C-glycosyl flavonoids fraction of
Cecropia pachystachya preparation

C. pachystachya leaves were collected in Torres, RS, Brazil. A voucher
specimen (ICN 150025) was deposited in the Herbarium of
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. To obtain the crude
extract (CE-Cp), the plant material was dried under air flow =35°C,
powdered and extracted by Ultra-Turrax® T25 with ethanol 20% (1:
20, wiv; 640711 5; Smin). EFF-Cp was prepared as previously reported
(Ortmann et al., 2014). CE-Cp was partitioned with n-butanol, dried
under reduced pressure and stirred with Amberfite® XAD-16. Then,
the resin was stirred again with methanol yielding the EFF-Cp.

22 | Chromatographic procedures

Apetic acid (analytical grade), formic acid (analytical grade) and acetoni-
trile (HPLC grade) were provided by Tedia® (Rio de Janeiro, R, Brazil).
Water was purified in Milli-Q system (Millipore®, Bedford, USA). All solu-
tions used in HPLC and LC/QTOF were filtered through a 045 and
022 um membrane, respectively, before use. Chlorogenic acid (3-0-
feoylquinic add, =98.0%) Isovitexin (4'5,7-tetrahydroxyflavone-6
elucoside, 29B.0%). isoorientin (3'4'5.7-tetrahydraxyfl gluco-
side, 298.0%) and orlentin (3'4 5,7-tetrahydroxyflavone-B-glucoside.
=08.0%) were purchased from Sigma-Aldrich® Co. (St. Louis, MO, USA).

2.3 | Chromatographic analysis by HPLC/DAD and
LC/QTOF

The HPLC [PerkinElmer Series 200, Photodiade Array Detector) analyses
«of CE-Cp and EFF-Cp were performed as previously described and vali-
dated methodology for quantification of phenolic compounds from
Cecropia leaves (Costa, Ortmann, et al, 2011). The separation was per-
formed on a Perkn Emer Brownlee Choice C18 column
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(150 mren 4.6 mm Ld; 5 um) (Shelten, CT, USA) and a gradient of solvent
A (acetonitrile) and solvent B (acetic acid 1%, adjusted to pH 3.0) as fol-
bows: 5-20% A (0-30min) and isocratic 209 A (30-40 min) as the mobile
phase, with constant flow at 1.0ml/min. Chromatograms were recorded
at 340 nm while the ultraviolet (UV) spectra were monitored over a range
of 200-450 nm, and validation procedure was performed in accordance
with ICH guidelines {2005). Quantification of individua flavonoids was
determined based on an analytical curve of reference standards. The total
1 id was d by an d method, using
isoorentin, as the reference. The content was measured by adding up the
areas at A=340nm of all the peaks identified by UV/DAD spectra as
being flavonoids (retention time: 22.9-32 5min), as already shown by
Ortrmann et al. (2016). The corresponding concentration of total flavo-
noids was expressed based on the analytical curve of isoorientin.

Chemical investigation of EFF-Cp flavonoids was performed by LC/
QTOF with Waters® Acquity UPLC equipment (Milford, MA, USA)
eoupled to a high-resolution mass spectrometer (Xeva G2-5 QTof model)
(Milford, MA_USA) and an electrospray lonization probe. MassLynxv.4.1
software was used for data acquisition and processing. The mass spec-
trometer parameters were adjusted based on the analysis of the refer-
ence standard isoorientin and were set as follows: ionization made,
electrospray positive and negative ion: capillary voltage, 40 kV; source
block 80°C: 500°C: nebulizer
nitrogen flow rate, 80 L/h; desolvation nitrogen gas flow, 800 L/h; and
cone voltage, 40 V. The MS/MS analysis was performed in positive mode
using an energy ramp (10-30 eV) with argon as collision gas. The spectra
were recorded by seanning the mass range from m/z 100 to 1000 witha
scan time of 0.5s. Cl was using a
Kinetex/Phenomenex C18 (100mm = 2.1 mm; 1.7 um) (Torance, CA,
U5A]) column at 40°C, and acetonitrile (4) and formic acid 0.1% (B) pro-
grammed as a linear change from 8 to 14% (A) during 20min as the
mobile phase was used with constant flow at 0.3mL/min.

24 | Stability tests

Preliminary stability evaluation of EFF-Cp was developed based on the
guidance for stress studies described by Singh and Bakshi (2000) and
on reflection paper of herbal medicinal products stability and quality
(EMEA - European Medicines Agency, 2010; 2011). EFF-Cp was evalu-
ated at two different temperatures for 30 days: 80°C (+ 2°C) (stress
parameter), and 4°C (£ 2°C) (refrigerated conditions). For the thermal
stress parameter, powdered EFF-Cp was packed in bottles containing
10mg each and submitted to a conventional oven at 80°C (+2°C). For
the refrigerated conditions EFF-Cp was employed in powdered (10me,
packed in bottles) and aqueous solution (2 mg/mL, packed in sealed bot-
tles]. The samples were periodically collected on days 5, 10, 15, 20, 25
and 30 in triplicate, and evalusted by HPLC/DAD. Additionally, the
hydrolysis stress test was performed to evaluate the behavior of different
flavonoid classes in the presence of acidic medium. EFF-Cp was diluted in
HCIH0.1 M) and submitted to a reflux (100°C) for 1 h. The flavonoids pro-
file was evaluated by HPLC/DAD and LC/QTOF.

2.5 | Animals and experimental design

Male adult Wistar rats (60days old) were obtasined from the
Universidade do Extremo Sul Catarinense. The rats were maintained

WIL EY_Chmmatog raphy

with food and water ad libitum, on a 12 h light/dark cycle. All experi-
mental procedures were performed in accordance with the NIH Guide
for the Care and Usage of Laboratory Animals and the Brazilian Society
for Meurascience and Behavior recommendations, and with approval
by the local Ethics Committee (041-2014-1). The rats were divided
into five groups (each n = 12): (1) saline {control group); (2) imipramine
30mg/kg (positive control groupl, (3) EFF-Cp 25 mg/ke: (4) EFF-Cp
S0mg/ke; and (5) EFF-Cp 100me/ke A dose of EFF-Cp was
administered orally while saline and imipramine were given intraperito-
neally. Behavioral tests (first open-field, then splash test and forced
swimming test [FST]) were evaluated 1h after administration. The rats
were killed by decapitation and the braine were immediately removed.
The prefrontal cortex (PFC), hippocampus, amygdala and nucheus
accumbens (MAc) were isolated by dissection based on histological
distinctions described by Paxinos and Watson [1986).

26 |

261 | Open-field test

This apparatus consists of a brown plywood box (45 = 60cm)
surrounded by wooden walls with a glass front. The floor is divided
into nine rectangles (15 = 20 em). Animals were placed on the left rear
guadrant and left to explore the area The numbers of horizontal
[erossings) and vertical (rearings) activities performed by each rat was
recorded during 5 min.

Behavioral tests

2,62 | Splash test

The splash test was conducted according to Isingrini et al. (2010). The
test consists of squirting a 10% sucrose solution on the rat dorsal coat
in its home cage. The time spent grooming in the open-field apparatus
was recorded (5 min) as an index of self-care and motivational behavior
(Willner, 2005).

2.63 | Forced swimming test

The F5T was conducted according to previous reports (Detke, Rickels,
& Lucki, 1995; Garcia, Comim, Valvassori, Réus, Andrearza, et al.
2008; Garcia, Comim, Valvassori, Réus, Barbosa, et al, 2008). The tank
(B0 = 30 cm of transparent Plexiglas) was filled with water (22-23°C) to
40cm of depth. Rats without treatment were placed in the water for
15min for a pre-test session. Twenty-four hours later, rats were
treated with EFF-Cp, imipramine or saline and 40 min after were placed
in the water for the test session (5min). The immobility times were
recorded in seconds.

27 |

The serum was diluted in extraction solution containing phosphate-
buffered saline. Brain cytokines (interleukin [IL}-1B. IL-10 and tumor
necrosis factor [TNF]-a) were determined by enzyme-linked immuno-
sorbent assay (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) according to
the manufacturer's recommendations.

Myeloperaxidase activity, as an index of neutrophil infiltrate, was
measured spectrophotometrically as the change in absorbance at
&50nm and 37°C. Data were expressed as mU per mg of protein.

Inflammatory parameters
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2.8 | Oxidative stress ters activities of the mitochondrial respi y chain !l were
281 | Measurement of nitrite/nitrate concentration described a5 nmal/min per mgr protein.

Total nitrite concentration was measured using the Griess reaction, 287 | Protein determination

and absorbance was recorded in a spectrophotometer at 550 nm Al iochemical were lized to the protein content

a¢ nmol of

(Green et al, 1982). Data were
concentration per mg of protein.

2.8.2 | Thiobarbituric acid reactive species formation
Lipid peroidation was d by the f ion of thiobarbi
acid reactive sul (TBARS) {Estert & Ch 1990}

The optical density of each solution was measured in a spectrophe-
tometer at 535 nm. Data were d as nmol of malendialdebyde

equivalents per mg of pratein,

2.8.3 | Carbonyl protein formation

Protein carbonyl content was measured in brain homogenates using
2 4-dini b lhydrazine in a spec assay (Levine,
Williams, Stadtman, & Shacter, 1994; Levine et al., 1990). Absorbance
was recorded in a spectrophotometer at 370nm and protein carbonyl
bevels were expressed as nmol of carbonyl per mg of protein.

2.84 | Superoxide dismutase activity
Superoxide dismutase (SOD) activity was performed based on its

with bovine albumin as standard (Lowry, Resebrough, Farr, & Randall,
1951).

2.9 | Statistical analysis

Data are presented as mean + SEM. Differences were determined by
one-way ANOVA followed by Dunnett pest-hoc test to stability
experiment and Tukey post-hoc test to in vivo experimental groups;
P < 0.05 was considered statistically significant.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

3.1 | Chemical characterization of enriched C-
glycosyl flavonoids fraction of Cecropia pachystachya

The evaluation of the chromatographic profile of CE-Cp and EFF-Cp by
HPLC/DAD methodology was performed as previously developed by
our research group (Costa, Ortmann, et al, 2011). The HPLC/DAD
chromatograms (data not shown) of both samples showed similar
chemical profiles concerning C-the glycosyl flavonoids compesition,
orientin and isovitexin are the main flavonoids.

ability to inhibit ly the oxidation of adrenaline to Le i i
adrenochrome (Bannister & Calabrese, 1987). One unit of SOD
produces i ly 50% of idation of adrenaline. Results

were expressed as units/mg of protein.

285 | Catalase activity

The catalase (CAT) activity was measured by the method that employs
hydrogen peroxide (Hz0z) to generate Hz0 and Oz (Aebi, 1984) A
standard curve was established using purified CAT (Sigma-Aldrich)
under identical conditions.

2.8.6 | Respiratory chain enzyme activities

NADH dehydrog 1) was using the methad
described by Cassina and Radi (1996) relating to the rate of
NADH ferricyanide at 420nm. The activity of
succinate: cytochrome ¢ oxidoreductase (complexes 1l and [1-11)
wat determined according to the method of Fischer et al. (1995),
measured by cytochrome ¢ reduction from succinate. The activity
of cytochrome ¢ oxidase {complex IV) was assayed according to
the method described by Rustin, Munnich, and Rétig (2002). The

However, chlorogenic acid, which is one of the main compounds in
CE-Cp, was in a minority in EFF-Cp. The content of the major
compounds was shawn in Table 1. EFF-Cp showed total flavonoid
content around three times higher compared to CE-Cp.

LC-QTOF analyses were perfarmed to find out the molar mass of
EFF-Cp flavonoids observed by HPLC/DAD and to obtain detailed
structural information about minor compounds not yet identified.
The chromatogram obtained (Figure 1).showed minority compounds
that were probably co-eluted in separation by HPLC/DAD (Ortmann
et al, 2016). The major flavonoids were observed in pesks 6 and 7
as isoorientin and its isomer orentin, and isovitexin (peak 10). In
addition, we detected seven new flavonocids for C. pachystachya
[peaks 4, 5, 8, 9, 11, 12, 13 and 14) on the positive ion mode in
ESI-MS/MS, and their spectra were compared with the MassBank
database  (http://www.massbankjp). The MS  analyses were
performed in positive mode, and the negative mode was carried out
to confirm the observed jons. The spectral characteristics of the
cf peaks are in Table 2.

The pi y related ¢ ie e et acid,
soorientin, orientin and isovitexin of C. pachystachya (Costa, Ortmann,

TABLE1 Quantification of individual ds and total fi ids content of crude extract (CE-Cp) and enriched flavonoid fraction (EFF-Cp) of
Cecropia pachystachya

Chlorogenic acid* Isoorientin® Orientin® Isovitexin® Total flavonoids'
CE-Cp 24.68+095 16.60+0.32 843056 6892109 44.82 +0.45
EFF-Cp 7142068 43.45+088 23424092 17454075 11853+2.50

*Expressed as mg/g of CE-Cp/EFF-Cp £5D (n=3).
‘E\tmed as mg isoorientin per g of CE=Cp/EFF=Cp+ 5D (n=3).
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FIGURE 1 LC/QTOF fingerprint and extracted ions of enriched flavonoid fraction of Cecropia pachystachya (EFF-Cp)

TABLE 2 Phenolic compounds identified in EFF-Cp by LC-QTOF
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Retention Molecular [M - M 'm/z [M+ Hl'm/z Main fragments

Compound time (min) Aense () formula {emror = Ppm) (emor - ppm) [M+H]'m/z

(1) Chiorogenic acid* 4.30 239 324 CaeHyeOs 3531035 (-37) 3551047 (5.0) 163

(2) Procyanidin Bz" 5.48 230 279 CagHze0s2  577.1514 (16) 579.1526 (4.0) 409; 287; 127

(3) Suggestive of procyanidin C 829 278 CasHagOig  BAS2135(-12)  B67.2152(L8) 579: 287; 127

{4) Suggestive of luteolin-C- 9.34 2615, 270345  CagHagOus 5791513 (2.2) 581.1522 (2.8) 449; 353; 329: 299
hexoside-O-pentoside

(5) Suggestive of luteolin- 1008 2624271345  CaHzeOus  579.1489 (-15) 5811509 (0.5) 449; 353; 329; 299
C-hexoside-O-pentoside

(8) Isoorientin® 1049 2554, 269345  CayHagOu  447.1072(-11)  449.1090(11) 395; 353; 329: 299

(7) Orientin® 1059 253,267 345 CoMaOsy  447.1070(-22)  449.1088 (0.4) 395; 353; 329; 259

(8) Suggestive of luteolin- 1137 2624,270344  CaHzeO:s  579.1488(-12)  5811502(-07)  449; 353; 329; 299
C-hexoside-O-pentoside

(5) Suggestive of apigenin- 1306 270 337 CaHeOse  5631531(-05) 5651553 (-07)  433; 337; 313; 283
C-hexoside-O-pentoside

(10) Vitexin® 1411 269 337 GO 4311098(-60) 4331111 (-55) 337; 313; 283

(11) Suggestive of apigenin- 1424 270 337 CaeHzeOis 5611541 (-28) 5651559 (0.2) 433; 337; 313; 283
C-hexoside-O-pentoside

(12) Isovitexin® 14.85 269 337 CaHaOio 4311119 {4.6) 4331137 (0.5) 337; 313; 283

(13) flavonoid unidentified 15.49 271344 CoHagOss  593.1655 (17) 595.1675 (2.0) 367; 343; 313

(14) Suggestive of apigenin- 1576 269 344 CasHzsO1a 5631540 (-18) 5651556 (-0.4)  433; 337; 313; 283
C-hexoside=O-pentuoside

(15) flavonoid unidentified 1668 271344 CoHaOss  593.1638 (2.5) 595.1653 (-1.7) 367:343: 313

(16) Suggestive of diosmetin- 17.49 252,270344  CoHpOsy 4611192 (28) 4631212 (-60)  409; 367; 343; 313
C-hexoside

(17) Suggestive of diosmetine 1823 2524270344 CaHpOun  4611232(-13) 4431256 (35) 409; 367; 343; 313
C-hexoside

(18) flavonoid unidentified 1837 - CoMaOss 5931641 (-DB) 5951653 (-17) 367; 343; 313

*Identification confirmed based on analytical standard compound fragmentation.

*hshoulder.

etal, 2011), displayed the exact molecular mass and were described as

1.6,7and 12,

, inTable 2. Ci
were suggested to be the procyanidin class, as this class of secondary

Zand 3

metabolites had been reported for the Cecropia species (Lacaille-
Dubois, Franck, & Wagner, 2001). Compound 2 presented [M+H]"
ion at m/z 579.1526, which corresponds to a procyanidin dimer such
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as procyanidin type B, which was confirmed as procyanidin B2 with
the analytical reference standard. Furtt 3 el 3 p d
[M+HJ" fon at m/z B&7 typical of a procyanidin trimer such as
procyanidin type C (De Rosso, Panighel, Vedova, Gardiman, & Flamini,
2015).

Considering the flavonold composition, the LC-QTOF analysis
showed that EFF-Cp is a rich matrix of ghy dated fl; ids, partic-

elycosyl i ids subclass of fl ids. These molecul
were considered taking inte account the known compounds originated
from the secondary metabolism of this plant.

In the same context, another three isomers were observed in
the sample, the compounds 9, 11 and 14 with [M+H]" m/z 565
and a similar fragmentation pattern. In addition, [M+H]* m/z 433
e ds to a loss of 132 mass units probably related to a

structures

ularly C-glycosylated, as it was possible to observe 15 different flavo-
nolds and as far as we are aware, 10 flavonoids among these were
not yet related for C. pachystachya. Moreover, the already described
flavonoids observed [M+ H]" 433 m/z at two retention times (14.11
and 14.85 min). Compound 10 (retention time 14.11 min) has a frag-

pentose sugar. The hydrolysis experiment showed the total
degradation of these compounds, leading to assume the occurrence
of O-glycosyl-C-glycosyl flavonoids in the EFF-Cp. These compounds
are probably derived from the C-glycosyl flavonoids isovitexin/
vitexin (432 mass units) alse taking into account the maximum

mentation pattern similar to isovitexin (c d 12) ing its
position isomer is vitexin. Both these compounds were confirmed with
analytical standard fragmentation. Vitexin is a minority compound in
EFF-Cp and was only observed by the protonated molecule extraction
(Figure 1). This ks the first report of vitexin in C. pachystachya.

It was not possible to determine the exact chemical structure of
flavonoids related in Table 2 as compounds 4, 5, 8, 9. 11, 13, 14, 15,
16, 17 and 18; however, considering the fragmentation data, spectro-

| h (Amawd characteristics of the apigenin nucleus (267,
298y, 336 nm) (Mabry et al, 1970).

Compounds 13, 15 and 18 presented [M+ HJ* m/z 595 and the
same fragmentation pattern as the isomers. However, it was not possi-
ble to suggest the structure of these flavonoids. Finally, another two
isomers were observed with [M+H]* m/z 463 (compounds 16 and
17). Considering the fragmentation pattern and UVma of these com-
pounds, we suggested a diosmetin nucleus with a C-hexoside attached

scopic UV pattern, stability the other fi ids derived

corrob ing with the study by Abad-Garcia, Garmdn-Lobato,

from C. pachystachya secondary metabolism as well as the data from
the literature, it was possible to suggest some flavonoid derivatives.
Compounds 4, 5 and & presented [M+ H]* m/z 581 and the same frag-
mentation pattern, suggesting the presence of isomers in the sample.
Furthermore, [M+ H]* m/z 449 represented a loss of 132 mass units
corresponding to a pentose sugar, that is probably attached via the
O-pentosyl group based on the results of the hydrolysis experiment.
Considering the other and the [
characteristics of the luteolin (242, 253, 267. 291, 349 nm) nucleus
(Mabry, Markham, & Thomas, 1970) it was possible to suggest that
these isomers are prohably derived from the C-glycosyl flavonoids
isoorientin/orientin (448 mass units), associated to a O-glycosyl-C-

A

Berrueta, Gallo. and Vicente (2008).

The chemical stability of EFF-Cp flavonoids was observed at two
different temperatures and in hydrolysis conditions. The refrigerated
temperature {4°C * 2°C) was employed to observe EFF-Cp stability
under a storage condition. EFF-Cp did not show significant content

during all in and in agueous solution
(Figure 28 and C: see Supporting information). These are relevant
stability data, particularly to the pharmaceutical technology field,
suggesting that is possible to store EFF-Cp for 1month without
igni id content

The thermal stress was investigated to observe the effect of an
elevated temperature on the stability of EFF-Cp flavonoids. After

Stress test at 80 °C (+ 2 °C)

8

Total flavonoid content (mg/g)
8 & g8 8

FIGURE 2 EFF-Cp total flavonoid content
during stability experiments in stress test (a).
Bars represent means + SEM (n=3). “P< 0.05
ws. Iy according to one-way ANOVA followed
by Dunnet post-hoe test. For refrigerated

conditions using powdered (B) and agueous
solution (C) see Supporting information
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30 days of EFF-Cp exposition at 80°C (£2°C) it was not observed qual-
itative alterations of flavoneids profile by HPLC/DAD. On the other
hand, a significant (P=0.0207: Figure 2A) alteration was observed on
the 10th day of the E in the profile
(Figure 2A) corresponding to a loss of 12% of total flavoneid content in
relation to zero time of the experiment (tg). However, further analysis
showed minor alterations (about 0.1%) among the total flavonoid con-
tent on the 10th day, until the end of the experiment (30th dayl
Accordingly with the guideline on quality of herbal medicinal products
of European Medicines Agency (EMEA, 2011), a herbal medicinal prod-
uet that contains constituents of known therapeutic activity, the vari-
ation in marker content during the proposed shelf-life should not
exceed £5% of the declared assay value, or £10% in the case of the
unknown active compounds. Taking into account that C-glycosyl flave-
noids of EFF-Cp are the active compounds and considering the results
of the stress thermal test. EFF-Cp showed stability for 5 days at 80°C.

As another parameter of the stress test. the hydrolysis reaction was
performed to observe the resistance of EFF-Cp flavenolds under a
forced degradation condition. The analysis by HPLC/DAD and LC/
QTOF (data not shown) displays the presence of the known C-glycosyl
i iets (i in and | and its isomers) and a minor eom-
pound with [M + H]™ m/z 463, not yet identified, but with a suggested
structure of a C-glyeosyl flavonoid (diosmetin-C-hexoside). The ather
flavonoids described in Table 2 were not observed. Considering the
guantitative profile evaluated by HPLC/DAD the increase of the C-gly-
cosyl flavonold content in 15% 21% and 37% was observed in
isoorientin, orientin and isovitexin, respectively. These results corrobo-
rates with the structures proposed to compounds 4, 5.8 and 9, 11, 14as
being O-glycosyl-C-glycosyl flavonoid class, with luteclin and apigenin
nuecleus, respectively. Considering that these compounds were suscep-
tible to degradation by the acidic hydrolysis condition, and the increase
on the content of the EFF-Cp major flavenoids observed, these results
reinforce the proposed molecular structures as being flavenoids derived
from the major C-ghycosyl flavonoids of EFF-Cp.

H L € idering the quantification after the
hydrolysis stress test, it was observed that the presence of 70%

WiL EY—Chmmatngraphy

carbon directly to the flavonoid backbone, usually at the Cé or CB pasi-
tions of the A ring. resulting in higher resistance to hydrolysis and
hence in its biological activities (Talhi & Silva, 2012).

Therefore, considering the chemical characterization, EFF-Cp
presented 11% of the total flavonoid content. which comprises mostly
flavonaids that were stable under different stability conditions. These
results led us to reinforce the quantification of EFF-Cp based on
isoorientin, the major C-glycosyl flavonoid, and to assume that the
active compounds of EFF-Cp probably arise from the synergic effect
of its C-glycosyl flavenoid compesition.as the detected O-pentosyl-C-
glycosyl flavonoids that could undergo degradation to C-glycosyl flavo-
noids after in vivo oral administration. (Zhang, Tie, Bao, & Wu, 2007).

3.2 | Effects of the acute administration of enriched
C-glycosyl flavoneids fraction of Cecropia pachystachya
and imipramine on behavioral tests

To confirm if the EFF-Cp analyzed by LC/QTOF has antidepressant
activity, as previously described (Ortmann et al, 2018), an acute
antidepressant activity assay was also performed. The effects of the
acute administration of EFF-Cp and imipramine on the immobility
time are illustrated in Figure 3{A). As expected, decreased immobility
time was observed for EFF-Cp at doses 50 and 100 mg/kg and imip-
ramine at a dose of 30mg/kg compared to saline (Fia.ag=7.420;
P < 0.001; Figure 3). Interestingly, in the open-field test, acute treat-
ments with EFF-Cp or imipramine did not maodify the aumber of
crossings  (Fia.sy=5.017; P=005) and rearings (Fia.cq=5.116;
P=005; data not shown), compared with saline. Mevertheless, in
the splash test, acute treatment with EFF-Cp or imipramine did not
show any statistical difference for grooming time (Fia.sg=2.862;
P=005; data not shown), compared to saline.

Studies have shown that C. pachystachya has anti-inflammatory,

diotonic, sedative and antioxidant properties (Aragdo et al,, 2013;
Consolinl, Ragone, Migliord, Conforti, & Volonté, 2006; Hikawezuk,
Saad, Guardia, Juarez, & Giordano, 1998). We have been determining
the potential of C. pachystachya in the central nervous system as an

(+1.78%) of total fi id content d the resi of

these compounds, in particular to C-glycosyl flavonoids. The carbon-
carbon linkage of C-glycosyl flavonoids differ from O-glycosyl
flavonoids by having their glycosyl moiety attached to the anomeric

30
25
20 4
E 15
L]
FIGURE3 Effects of the acute administration 10
of the enriched flavonoid fraction (EFF-Cp) of
€. pachystachya and imipramine on the 5
immobility time. Bars represent means * SEM

(n=12). *P< 0.05 vs. saline; according to one- 0-
wiay ANOVA followed by Tukey pest-hoc test

idep like agent, by studying the effect of the crude extract
at 200 and 400mg/kg in mice to chronic
stress (Gazal et al. 2014) and of EFF-Cp at 50 and 100 mg/kg in rats
subjected to chronic mild stress (Ortmann et al, 2016). In fact, the

Saline
wImipramine
wEFF-Cp 25
®mEFF-Cp 50
®mEFF-Cp 100

Immobility
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achievement of an enriched flavonoid fraction allowed a reduction in
the active dose, at four times, technological In
this work, we have featured the flavonoid content of EFF-Cp and
observed its acute effect by decreasing the immobility time in FST.
The flavonoid activities in the central nervous system have been
previously reported in the literature (Grosso, Valent3o, Ferreres, &
Andrade, 2013). Liang. Zhang. Su. Williams, and Li (2016) described
the C-glycosyl flavones as a ibility of new lead candid, with a

The effects of acute administration of EFF-Cp and imipramine
showed no significant differences on SOD  activity for any
treatments in the PFC (Fi2y=3.084; P=041; data not shown),
amygdala (Fa—zsy= 1.830: P=0.161; data not shown), hippocampus
(Fie-24y=3.986; P=0.015; data not shown) and NAC (Fia_a4= 1.675;
P=0.195; data not shown), compared to saline. Statistical analysis
alkko did not show any differences on CAT activity for any
in the PFC [Fa.oy=1.554; P=0.227; data not shown),

novel hani; f action for the devel of Alzheimer's disease.
The antidepressant-like effects of Cglycosyl flavonoids were
described for vitexin, underlying its inergi hanisms {Can,
DemirOzkay, & Ugel, 2013 and for orientin, with improvement of
central edd. stress, ission and lasticity (Liu
et al, 2015). Orientin also showed protective effects on noise-induced
cognitive decline in mice, specifically by improving central oxidative
stress and neurotransmission, and increased synapse-associated
proteins (Wang et al, 2016). In this context, a recent review described
that C-glycosyl flavonoids in most cases showed a higher antioxidant
potential than their c O-glycosyl and

amygdala (Fyz5=0850; P=0.510; data not shown), hippecampus
(Fla-zay= 1.90%; P=0.148; data not shown) and NAc (Fis-23 = 0.998;
P=0.433; data not shown), compared to saline.

Elevated levels of oxidative damage to lipids, proteins and DMA, as
well as low levels of antioxidant compounds are regularly detected in
the blood of depressed patients and in the brain of rats submitted to
an animal model of depression (Lucea et al, 2009, 2009; Maes, Galecki,
Chang, & Berk, 2011). All of them have been correlated to the severity
of depression (Bakunina et al., 2015; Yanik, Erel, & Kati, 2004). In this
context, our results showed that acute administration of EFF-Cp

damage assessed by carbonyl TBARS and

aglycones, but they emphasize the lack of in vivo data on the biological
benefits of C-glycosyl flavonoids (Xiao, Capanoglu, Jasshi, & Miron,
201 6). Herein, we described the chemical flavonold profile of EFF-Cp
that presents isoorientin, as the major C-glycosyl flavoneid compound,
that could be responsible for the decreased immobility time in the FST,
isolated or in synergism with the C-glycosyl fi id it

nitrite/nitrate levels. However, our results did not show any alterations
on SOD and CAT activity for all treatments in all brain structures. In
accordance with our study, Gazal et al. (2014) demonstrated that
chronie treatment with the aqueous extract of C. pachystachya
reversed the increase in TBARS levels in the hippocampus of rats

b d to chronic mild stress, without changing the CAT and SOD

3.3 | Effects of acute administration of enriched C-

glycosyl flavonoids fraction of Cecropia pachystachya
and imipramine on oxidative stress and inflammatory
parameters

The effects of acute administration of EFF-Cp and i on

activities. Moreover, the hydroethanolic extract of another Cecropla
species, C. glaziovii Sneth, inhibited lipid peroxidation on the liver in
post-injury treatment and enhanced the activity of hepatic enzymes
(SOD/CAT) (Petronilho et al, 2012). Thus, our findings suggest that
the antidepressant-like effects of a single dose of EFF-Cp on oxidative
stress are mediated by the flavonoids, which are known by its

idative stress are di d in Figure 4. The acute
administration with EFF-Cp in all doses decreased the carbonyl
content levels in the hippocampus (Fa.1g=13.511; P< 0001
Figure 4A) and NAc (Fyy.15=7.999; P=0.001; Figure 4A), without
changes in the PFC (Fia-15=3.540; P=0.05; Figure 4A) and amygdala
(Fig-zy=2.933; P=0.052; Figure 4A), compared to saline. Acute
administration with EFF-Cp at the dose 100mg/kg decreased the
TBARS levels in the amygdala (Fa-25= 4.393; P=0.010; Figure 4B),
without alteration in the hippocampus (Fa.zy=2.553; P=0071;
Figure 4B) and in the NAc (Fy_psy=1914; P=0.147; Figure 4B),
compared to saline. None the less, acute administration of EFF-Cp at
doses 25 and 100 mg/kg decreased the myeloperoxidase activity in
the amygdala (Fls.14=7.953 P=0004; Figure 4C). without
modification in the PFC (Fie-15=3.075; P=0.063; Figure 4C), in the
hippocampus (Fi.q4y=3.659; P=0.05; Figure 4C) and NAc (Fia.1g
=2.304; P=0.130; Figure 4C), o d to saline. M . the

(Grosso et al, 2013) Interestingly. the major
C-glycosyl flavonoids of EFF-Cp had a flavone nucleus, which has
shown a positive effect on diseases related to oxidative stress, were
considered an for the devel of new
drugs (Singh et al, 2014).
Some clinical evidence supports the possible role of elevated
i jon in d don (Suzuki, Yagi, Makaki,
Kanba, & Asal, 2001; Suzuki, Yoshida, Shibuya, & Miyaoka, 2003), as
nitric oxide synthase inhibitors display antidep like action in
different animal models of depression (Harkin, Connor, Walsh, 5t John,
& Kelly, 2003; Yildiz, Erden, Ulak, Utkan, & Gacar, 2000). Finkel,
Laghrissi-Thode, Pollack, and Rong (1996) have shown that a selective
serotonin reuptake inhibitor, paroxetine, inhibited nitric axide synthase
activity in animals and humans. Thus, our results can suggest. at least in
part, that the administration of EFF-Cp and imipramine could also exert
its antids effects by inhibiti i il '

acute administration with EFF-Cp at the dose 100 mg/keg decreased
the nitrite/nitrate concentration in the amygdala (Fi.zq=5.728;
P=0.003; Figure 4D), while the administration of imipramine and
EFF-Cp at the dose 100 mg/kg decreased the nitrite/nitrate concentra-
tien in the hippocampus (Fi.o) = 8.827; P < 0.001; Figure 4D), without
changing in the PFC (Fia.zz = 1.461; P=0.253; Figure 4D} and NAc
(Fa-z49= 1.794; P=0.170; Figure 4D), compared with saline.

and .| ddase activity.

The effects of acute treatment of EFF-Cp and imipramine on
cytokine levels did not reveal differences in IL-1 (Fg.aq=1.536;
P=021; data not shown), IL-6 (Fa.3=0727; P=058; data not
shown) and TNF-a levels (Fa.as)=0.190: P=0.94; data not shown)
for any treatments in serum. Several studies have suggested that
immune dysregulation forms part of the pathophysiology of depres-
sion (Dantzer & Kelley, 2007; Kim et al, 2007; Leonard & Maes,
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FIGURE4  Effects of the acute administration
of enriched flavonoid fraction (EFF-Cp) of C.
pachystachya and imipramine on the carbonyl
protein content levels (a), thiobarbituric acid
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2012). Interactions between pI icat and inconsi: results. Therewith, our study did not show any differences
inflammatory signaling pathways have been suggested in a recent in IL-1, IL-6 and TNF-a levels on serum after acute treatment with
review (McNamara & Lotrich, 2012), although with caution due to EFF-Cp and imiy i In addition, | DellaGioia, Ortiz,
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Pittman, and Bhagwagar (2011) showed that the treatment for 5 days
with citalopram, a selective serotonin reuptake inhibitor, had no effect
onTNF-a and IL-6 levels in human serum.

34 | Effects of acute administration of enriched C-
glycosyl flavonoids fraction of Cecropia pachystachya
and imipramine on energy metabolism

The effects of acute administration of EFF-Cp and imipramine on the
mitochondrial respiratory chain, such as complex |, || and IV activi-
ties, are reported in Figure 4. The acute administration of EFF-Cp
at 25mgfkg decreased complex | activity in the PFC (Fa.as
=6.973; P< 0.001:; Figure 5A), compared to saline. In amygdala,
acute treatment with EFF-Cp at 25 and 100mg/kg decreased

complex | activity (Fa-as=5.384; P=0.002; Figure 5A), compared
to saline. However, in the hi acute administration of
EFF-Cp at 25mg/kg increased complex | activity (Fia-am=3.127;
P=0.027; Figure 5A), compared to saline. In NAc, acute administra-
tion of EFF-Cp at 25 and 50 mg/kg also increased complex | activity
(Fg-am=1225%; P< 0001; Figure 5A), compared to saline.
Administration of EFF-Cp at 50mg/kg increased complex |l activity
in NAC (Fiya5=7.79%; P< 0001; Figure 5B), without changes in
PFC (Fia-35=1.302; P=0.288; Figure 5B), amygdals (Fiy-35=4477;
P=0005; Figure 5B) and hippocampus (Fie-as=3.025; P=0.030;
Figure 5B). compared to saline. In addition. there were no significant
differences on complex -1l activity for any treatments in the PFC
(Fie-zsy=1.547; P=0.219; data not shown), amygdals (Fua-zs)
=3.133; P=005; data not shown), hippocampus (Fia.o5=3252;

(a) 1200 - Saline
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2 g_ FIGURES Effects of the acute administration
B ® 2z e of enriched flavonoid fraction (EFF-Cp) of C.
E 2 - pachystachya and imipramine on the
E‘E complexes | {al. Il {b). IV (c) activities in the
OE prefrontal cortex (PFC), amygdala (AMY),
L . hippocampus [HIP) and nucleus accumbens
(MAg). Bars represent means £ SEM (n=6).
P < 0.05 vs. saline; according to one-way
AMY HIP NAe ANOVA followed by Tukey post-hoe test
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P=0.05; data not shown) and NAc (Fis-2%)=5.311; P=005; data not
shown), compared to saline. M -, acute admink Han of imip-
ramine and EFF-Cp at 50mg/kg decreased complex IV activity in
PFC (Fis-249=3.659; P=0022; Figure 5C) compared to saline. In

acute of and EFF-Cp at 25
and 50mg/kg decreased complex |V activity (Fia.oq=22.992;
P< 0.001; Figure 5C). compared to saline. On the other hand, in
the hippocampus acute administration of EFF-Cp at 25 and
100 mg/kg increased complex IV activity (Fig.oq = 10.149; P< 0.001;
Figure 5C), compared to saline. In MAc, acute administration of
imipramine and EFF-Cp at 25mg/kg decreased complex IV activity
(Fia-zz = 5.415; P=0.004; Figure 5C), compared to saline.

Oxidative stress and concomitant mitochondrial dysfunction s
evidenced in the brain and periphery of many patients with MDD
diagnoses (Shao et al., 2008). In the present study, we showed that
both imipramine and EFF-Cp altered y chain c l

in
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2.4.4 Publicacdo: Avaliagdo do efeito tipo-antidepressivo e
neuroprotetor da FEF-Cp em modelo de estresse crénico moderado

Considerando o comportamento tipo-antidepressivo observado no
tratamento agudo para as doses de 50 e 100 mg.kg* de FEF-Cp descrito
anteriormente, um novo experimento foi realizado para avaliacdo da
atividade tipo-antidepressiva da FEF-Cp em animais submetidos ao
modelo de estresse crénico moderado (ECM). Nesse modelo 0s animais
foram submetidos a variados agentes estressores durante 40 dias,
recebendo 7 dias de tratamento com a dose de 50 mg.kg™ de FEF-Cp a
partir do 352 dia. Foram avaliados também pardmetros de estresse
oxidativo e quanto ao metabolismo energético cerebral dos animais.

Esses experimentos foram realizados em parceria com 0s grupos de
pesquisa coordenados pelos professores Jodo Quevedo e Emilio Streck da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) e professora Fabricia
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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Abstract The purpose of this study was to assess the
effect of an enriched C-glycosyl flavonoids fraction (EFF-
Cp) from Cecropia Pachystachya leaves on behavior,
mitochondrial chain function, and oxidative balance in the
brain of rats subjected to chronic mild stress. Male Wistar
rats were divided into experimental groups (saline/no stress,
saline/stress, EFF-Cp/no stress, and EFF-Cp/stress). ECM
groups were submitted to stress for 40 days. On the 35th
ECM day, EFF-Cp (50 mg/kg) or saline was administrated
and the treatments lasted until the 42nd day. On the 41st and
42nd days, the animals were submitted to the splash test and
the forced swim test. After these behavioral tests, the
enzymatic activity of mitochondrial chain complexes and
oxidative stress were analyzed. EFF-Cp reversed the
depressive-like behavior induced by ECM. It also reversed
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the increase in thiobarbituric acid reactive species,
myeloperoxidase activity, and nitrite/nitrate concentrations
in some brain regions. The reduced activities of the
antioxidants superoxide dismutase and catalase in some
brain regions were also reversed by EFF-Cp. The most
pronounced effect of EFF-Cp on mitochondrial complexes
was an increase in complex IV activity in all studied regions.
Thus, it is can be concluded that EFF-Cp exerts an antide-
pressant-like effect and that oxidative balance may be an
important physiological process underlying these effects.

Keywords Cecropia pachystachya Trécul - C-glycosyl
flavonoids - Isoorientin - Oxidative stress - Energy
metabolism - Chronic mild stress - Antidepressant - Major
depressive disorder

Introduction

Research in both humans and animals has confirmed that
chronic stress can contribute to the pathophysiology of
MDD (Calabrese et al. 2009; Amikishieva et al. 2011;
Ignicio et al. 2014; Gazal et al. 2014; Garabadu et al. 2015).
The complete pathogenesis of MDD and the mechanisms of
action of antidepressants currently available are not yet fully
understood (Leuchter et al. 2010). Studies show that
depression is a heterogeneous disorder whose biological
mechanisms are complex and interdependent. As a result,
response to treatment across the general population is still
quite inconsistent (Belmaker and Agam 2008). Among the
many biological processes thought to be involved in the
pathogenesis of MDD, some studies have highlighted
changes in mitochondrial function, energy metabolism, and
oxidative balance as important mechanisms underlying
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MDD (Zhou et al. 2007; Jou et al. 2009; Gazal et al. 2014;
Streck et al. 2014; Che et al. 2015; Garabadu et al. 2015).
Moreover, the success of some classic antidep has

(Zafir et al. 2009). Decreased antioxidant capacity has been
associated with neurodegeneration, cell death, reduced
neur i

been attributed to the changes in oxidative stress and
inflammation (Rawdin et al. 2013).

Oxidative stress is defined as an imbalance in the pro-
duction of reactive oxygen species (ROS) and the organism’s
antioxidant defenses ultimately resulting in injury to the
organism (Fedorova et al. 2014). Oxidative stress triggers
several biological changes to occur, such as modification of
DNA, proteins and lipids, activation of various transcription
factors, and increases in both pro- and anti-inflammatory
cytokines (Birben et al. 2012). The brain is especially vul-
nerable to oxidative and nitrosative stress (O&NS) because it
has a high metabolic rate (Maes et al. 2011) coupled with a
high rate of oxygen consumption (Che et al. 2015) and lower
average levels of antioxidants (Maes et al. 2011). In addition,
the brain is highly vulnerable to lipid peroxidation due to the
large amount of polyunsaturated fatty acids present in neu-
ronal membranes (Valko et al. 2007).

Emerging evidence suggests a significant role for
mitochondrial dysfunction and oxidative stress as contrib-
utors to MDD; patients show alterations in mitochondrial
chain complexes and an increase in oxidative stress
biomarkers through activation of inflammatory cells
(Bakunina et al. 2015; Morris and Berk 2015). Antide-
pressants decrease inflammatory and oxidative damage and
improve mitochondrial dysfunction in animal models of
depression (Réus et al. 2015a, b) and in depressed patients
(Behr et al. 2012; Lee et al. 2013).

Medicinal plants are commonly used to treat diseases
due to their inherent antioxidant properties. In addition,
studies have shown that the therapeutic antidepressant
activity of many medicinal herbs can be attributed to their
antioxidant activities (El-Alfy and Abourashed 2012).
Among the many medicinal herbs analyzed in scientific
research, Cecropia pachystachya, popularly known as
embatiba (Berg and Rosselli 2005; Costa et al. 2011a), is a
species that has an antidepressant-like effect (Gazal et al.
2014) and a high antioxidant power that is frequently
attributed to its phenolic compound components (Pacheco
et al. 2014), especially the C-glycosyl flavonoids (Rice-
Evans, 2001; Talhi and Silva 2012). Three C-glycosyl
flavonoids found in C. pachystachya leaves have already
been identified: isoorientin, orientin, and isovitexin (Costa
et al. 2011b). Moreover, it was noted that isoorientin, the
major compound of the C-glycosyl flavonoids fraction
(EFF-Cp), produces antioxidant effects through the scav-
enging of free radicals (Andrade-Cetto and Heinrich 2005;
Nicasio-Torres et al. 2009; Chaillou and Nazareno 2006).

Studies have also shown that classical antidepressants
activate oxidative defense mechanisms, such as oxidant
reduction and induction of several antioxidant enzymes

@ Springer

g duced neuronal plasticity, and increased
autoimmune responses (Moylan et al. 2013). Classical
antidepressants decrease inflammatory and oxidative
damage and improve mitochondrial dysfunction in animal
models of depression (Réus et al. 2015a, b) and in
depressed patients (Behr et al. 2012 Lee et al. 2013). Thus,
the aim of the present work was to examine the effect of an
enriched C-glycosyl flavonoids fraction from Cecropia
pachystachya leaves on depressive-like behavior and bio-
chemical changes in energy metabolism and oxidative
balance induced by chronic mild stress (CMS) in brain
regions associated with MDD in rats.

Materials and Methods
Chemicals and Reagents

Acetic acid (p.a. grade) and acetonitrile (HPLC grade)
were provided by Tedia® (Brazil). Water was purified in a
Milli-Q system (Mi]]ipor\eg, Bedford, USA). All solutions
used in HPLC were filtered through a 0.45 pm membrane
before use. Isovitexin (4',5,7-tetrahydroxyflavone-6-glu-
coside, =98.0 %), isoorientin (3".4'.5,7-tetrahydrox-
yflavone-6-glucoside, >98.0 %), and orientin (3'4°.5.7-
tetrahydroxyflavone-8-glucoside, >98.0 %) were pur-
chased from Sigma Aldrich® Co. (St. Louis, USA).

Plant Material, Extraction, and EFF-Cp
Preparation

Leaves of Cecropia pachystachya Trécul were collected in
Torres, RS, Brazil. A voucher specimen (ICN 150025) was
deposited in the Herbarium of Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil. The plant material
was dried under air flow <35 °C and powdered mechani-
cally. The extraction was performed by Ultra-Turrax T25
basic IKA® with ethanol 20 % (5 % plant:solvent ratio,
w/v: 9500 rpm: 5 min). This extract was partitioned with
n-butanol, yielding the n-butanolic fraction that was dried
under reduced pressure, and stirred with Amberlite® XAD-
16 resin. Then, the resin was stirred again in the presence
of methanol for 30 min yielding the enriched C-glycosyl
flavonoid fraction (EFF-Cp).

EFF-Cp Chemical Characterization by High-
Performance Liquid Chromatography

The analyses of EFF-Cp samples were performed as previ-
ously described (Costa et al. 2011b). Briefly, a PerkinElmer
Series 200 HPLC, composed of a Photodiode Array
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Detector, quaternary pump, autosampler, and online degas-
ser were used. The data acquisition system was Chromera®
software (Version 3.2.0.4847). The separation was achieved
on a PerkinElmer Brownlee Choice CI8 column
(150 mm x 4.6 mmid.; 5 um) and a gradient of solvent A
(acetonitrile) and solvent B (acetic acid 1 %, adjusted to pH
3.0) as follows: 5-20 % A (0-30 min) and isocratic 20 % A
(30-40 min) as the mobile phase. The flow rate was kept at
1.0 ml/min. Chromatograms were recorded at 340, while the
UV spectra were monitored over a range of 200-450 nm.
The peaks were characterized by comparing the retention
time and UV spectra with the reference standards, and by the
co-injection of the sample and authentic samples. The total
flavonoid content was determined by an internal standard
method, using isoorientin, the primary flavonoid, as refer-
ence. Isoorientin standard solution was prepared in different
concentrations and the quantification was performed using a
six-point regression curve (r* > 0.9964). All standard solu-
tions were analyzed in triplicate. Total flavonoid content was
measured by adding up the areas at 2 = 340 nm of all the
peaks identified by UV/DAD spectra as being flavonoids (Rt:
22.9 min — 32.5 min). Therefore, the corresponding con-
centration of total flavonoids was calculated and expressed
based on the analytical curve of the primary flavonoid
isoorientin.

Animals

Male adult Wistar rats (60-day old) were obtained from the
UNESC (Universidade do Extremo Sul Catarinense, Cri-
citima, SC, Brazil) breeding colony. They were housed five
per cage with food and water available ad libitum and were
maintained on a 12-h light/dark cycle (lights on at
07:00 h). All experimental procedures involving animals
were performed in accordance with the National Institutes
of Health (NIH), Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals and the Brazilian Society for Neuroscience and
Behavior (SBNeC) recommendations for animal care and
with approval by local Ethics Committee under protocol
number 041-2014-1.

Chronic Mild Stress (CMS)

The CMS protocol was adapted from a procedure described
by Gamaro et al. (2003). The animals were divided into
two groups: control and stress. The control groups were
kept undisturbed in their home cages during the 40 days of
treatment receiving only ordinary daily care with daily
supports of food and water. The 40-day CMS paradigm
was used for the animals in the stressed group. Individual
stressors and length of time applied each day were as fol-
lows: (i) 24 h food deprivation was applied on days 2, 7,

15, 21, and 30; (ii) 24 h water deprivation on days 1, 10,
20, and 33: (iii) 1-3 h restraint on days 9, 23, and 31: (iv)
1.5-2 h restraint at 4 °C on days 13, 26, and 34; (v) flash-
ing light over a duration of 120-210 min on days 6, 14, 22,
28, 32, and 39: and (vi) isolation on days 3, 4, 5, 17, 18, 19,
24, 25, 36, and 37. Stressor stimuli were applied at dif-
ferent times every day, in order to minimize its pre-
dictability. Restraint was carried out by placing the animal
in a 25cm x 7 cm plastic tube and adjusting it with
plaster tape on the outside until the animal was unable to
move. There was a 1 em hole at the far end for breathing.
The exposure to flashing light was undertaken by placing
the animal in a 60 cm x 60 cm x 25 cm plywood box
divided into 16 cells of 15 em x 15 cm x 25 em with a
front glass wall. A 40 W lamp, flashing at a frequency of
60 flashes/min, was used.

The animals were submitted to the behavioral tests 24 h
after the last stressor. The rats were first evaluated in the
open-field test and then immediately submitted to the
splash test. After the splash test, the animals were evalu-
ated in the forced swimming test (FST).

Treatment

The dose of EFF-Cp (50 mg/kg) was administered orally
by gavage. The chosen dose was selected from a previous
pilot study in which a dose-response curve was performed.
Animals were divided into four groups: control/vehicle,
control/EFF-Cp. CMS/vehicle, and CMS/EFF-Cp. Treat-
ment began on the 35th day of CMS and lasted until the
test day in the FST (42nd day). It was administered 60 min
before testing in the open field and the FST.

Behavioral Tests
Open-Field Test

The rats were treated with EFF-Cp (50 mg/kg) or saline
60 min before the exposure to the open-field apparatus, in
order to assess possible effects of drug treatment on
spontaneous locomotor activity. Analysis of the rats
spontaneous activity was carried out in an open-field
apparatus, which is an arena 45 x 60 cm surrounded by
50 ¢cm high walls made of brown plywood with a front-
facing glass wall. The floor of the open field was divided
into 9 rectangles (15 x 20 cm each) by black lines. Ani-
mals were gently placed on the left rear rectangle and left
to explore the arena for 5 min. The number of horizontal
(crossing) and vertical (rearing) activities performed by
each rat during the 5-min observation period was counted
by an expert observer.
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Splash Test

This test was conducted as previously described (Isingrini
et al. 2010; Mutlu et al. 2012). It consists of spraying a
10 % sucrose solution on the mouse in its home cage. The
sucrose solution dirties the coat and induces a grooming
behavior. After applying sucrose solution, the time spent
grooming was recorded for a period of 5 min as an index of
self-care and motivational behavior.

Forced Swimming Test

The forced swimming test was conducted according to the
previous reports (Porsolt et al. 1977; Garcia et al. 2008). The
test involves two individual exposures to a cylindrical tank
filled with water in which the rats cannot touch the bottom of
the tank or escape. The tank is made of transparent Plexiglas,
80 cm tall, 30 cm in diameter, and filled with water
(22-23 °C) to a depth of 40 cm. On the 41st day, 1 h after the
administration of the EFF-Cp or saline treatment, the rats
were individually placed in the cylinder containing water for
15 min (pre-test session). On the 42nd day. the rats received
their treatment, and after 1 h were again subjected to the
forced swimming test for a 5-min session (test session), and
the immobility time of rats was recorded in seconds by an
expert observer (the researcher was blind to the experimental
groups). After the behavioral tests, all rats were killed by
decapitation and the skulls were immediately removed. The
prefrontal cortex (PFC), hippocampus (HIP), amygdala
(AMY), and nucleus accumbens (NAc) were quickly isolated
by hand dissection using a magnifying glass and a thin brush.
The dissection was based on the histological distinctions
described by Paxinos and Watson (1986).

Tissue and Homogenate Preparation

The PFC, HIP, AMY, and NAc were homogenized (1:10,
w/v) in SETH buffer, pH 7.4 (250 mM sucrose, 2 mM
EDTA, 10 mM Trizma base, and 50 IU/ml heparin). The
homogenates were centrifuged at 800xg for 10 min at
4 °C and supernatants were kept at —70 °C until they were
used for enzyme activity determination. The maximum
period between homogenate preparation and enzyme
analysis was always less than 5 days. Protein content was
determined by the method described by Lowry et al.
(1951), using bovine serum albumin as a standard.

Oxidative Stress Parameters
Myeloperoxidase (MPO) Activity

Neutrophil infiltrate in tissues was measured by MPO activity
(De Young et al. 1989). Brain tissues were homogenized
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(50 mg/ml) in 0.5 % hexadecyltrimethylammonium bromide
and centrifuged at 15,0003¢<g for 40 min. The suspension was
then sonicated three times for 30 s. An aliquot of supernatant
was mixed with a solution of 1.6 mM tetramethylbenzidine
and 1 mM H,0,. Activity was measured spectrophotometri-
cally as the change in absorbance at 650 nm at 37 °C. Data
were expressed as mU per mg of protein.

Thiobarbituric Acid Reactive Species Formation (TBARS)

Lipid peroxidation was measured by the formation of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) (Ester-
bauer and Cheeseman 1990). After brain dissection, brain
structures were washed with PBS, harvested, and lysed.
Thiobarbituric reactive species, obtained by acid hydrolysis
of 1,1,33-tetra-ethoxy-propane (TEP), was used as the
standard for the quantification of TBARS. TBA 0.67 %
was added to each tube and the tubes were vortexed. The
reaction mixture was incubated at 90 °C for 20 min and the
reaction was stopped by placing the samples on ice. The
optical density of each solution was measured in a spec-
trophotometer at 535 nm. Data were expressed as nmol of
malondialdehyde (MDA) equivalents per mg of protein.

Carbonyl Protein Formation

Protein carbonyl content was measured in brain homo-
genates using 2.4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) in a
spectrophotometric assay (Levine et al. 1990). Briefly,
sample tissues were sonicated in ice-cold homogenization
buffer containing phosphatase and protease inhibitors
(200 nM calyculin, 10 pg/ml leupeptin, 2 pg/ml aprotinin,
1 mM sodium orthovanadate, and 1 pM microcystin-LR)
and centrifuged at 1000xg for 15 min to sediment insol-
uble material. Three hundred microliter aliquots of the
supernatant containing 0.7-1.5 mg of protein were treated
with 300 pl of 10 mM DNPH, dissolved in 2 M HCI, and
compared with 2 M HCI alone (reagent blank). Samples
then were incubated for 1 h at room temperature in the dark
and stirred every 10 min. Samples were precipitated with
trichloroacetic acid (final concentration of 20 %) and
centrifuged at 16,000 g at 4 °C for 15 min. The pellet was
washed three times with 1 ml of ethanol/ethyl acetate (1:1
v/v). Each time, the pellet was lightly vortexed and left
exposed to the washing solution for 10 min before cen-
trifugation (16,000xg for 5 min). The final pellet was
dissolved in 1 ml of 6 M guanidine and 10 mM phosphate
buffer—trifluoroacetic acid, pH 2.3, and the insoluble
material was removed by centrifugation at 16,000xg for
5 min. Absorbance was recorded in a spectrophotometer at
370 nm for both DNPH-treated and HCl-treated samples.
Protein carbonyl levels were expressed as nmol of carbonyl
per mg of protein.
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Superoxide Dismutase (SOD) Activity

Superoxide Dismutase (SOD) estimation was performed
based on its ability to spontaneously inhibit oxidation of
adrenaline to adrenochrome (Bannister and Calabrese
1987). A combination of 2.78 ml of sodium carbonate
buffer (0.05 mM; pH 10.2), 100 pl of EDTA (1.0 mM),
and 20 pl of the supernatant or sucrose (blank) were
incubated at 30 °C for 45 min. Thereafter, the reaction was
initiated by adding 100 pl of adrenaline solution (9.0 mM).
The change in the absorbance was recorded at 480 nm for
8 min. Temperature was maintained at 30 °C throughout
the assay procedure. One unit of SOD produced approxi-
mately 50 % of auto-oxidation of adrenaline. Results were
expressed as units/mg of protein.

Catalase (CAT) Activiry

The CAT activity was measured by the method that employs
hydrogen peroxide (H:0:) to generate HO and O (Aebi
1984). Brain tissue was sonicated in 50 mmol/l phosphate
buffer (pH 7.0). and the resulting suspension was cen-
trifuged at 3000xg for 10 min. The sample aliquot (20 ul)
was added to 980 pl of the substrate mixture. The substrate
mixture contained 0.3 ml of hydrogen peroxide in 50 ml of
0.05M phosphate buffer (pH 7.0). Initial and final
absorbencies were recorded at 240 nm after 1 and 6 min.
respectively. A standard curve was established using purified
catalase (Sigma, MO, USA) under identical conditions.

Nitrosative Stress
Measurement of Nitrite/Nitrate Concentration

Total nitrite concentrations were measured using the Griess
reaction, by adding 100 pl of Griess reagent 0.1 % (w/v)
naphthyl ethyl endi amide dihydrochloride in H,O and 1 %
(w/v) sulphanilamide in 5 % (v/v) concentrated H3PO,,
vol. [1:1] to the 100 pl sample. Absorbance was recorded
in a spectrophotometer at 550 nm (Green et al. 1982). Data
were expressed as nmol of nitrite/nitrate concentration per
mg of protein.

Energy Metabolism
Respiratory Chain Enzyme Activities

NADH dehydrogenase (complex I) was evaluated using the
method described by Cassina and Radi (1996) relating to the
rate of NADH-dependent ferricyanide reduction at 420 nm.
The activities of succinate-2,6-dichloroindophenol (DCIP)
oxidoreductase (complex II) and succinate:cytochrome ¢
oxidoreductase (complex II-III) were determined by the

method described by Fischer et al. (1995). Complex II
activity was measured by following the decrease in absor-
bance due to the reduction of 2,6-DCIP at 600 nm. Complex
II-MT activity was measured by cytochrome ¢ reduction
from succinate at 550 nm. The activity of cytochrome c
oxidase (complex IV) was assayed according to the method
described by Rustin et al. (1994) and measured by following
the decrease in absorbance due to the oxidation of previ-
ously reduced cytochrome ¢ at 550 nm with 580 nm as a
reference  wavelength (¢ = 19.1 mM~" x em™). The
reaction buffer contained 10 mM potassium phosphate, pH
7.0, 0.6 mM n-dodecyl-d maltoside, 2—4 lg homogenate
protein, and the reaction was initiated with the addition of
0.7 lg reduced cytochrome c. The activity of complex IV
was measured at 25 °C for 10 min. The activities of the
mitochondrial respiratory chain complexes were calculated
as nmol x min~" x mg protein~".
Activity of Creatine Kinase Enzyme

The creatine kinase activity was measured in the brain
homogenates pre-treated with 0.625 mM lauryl maltoside.
The reaction mixture consisted of 60 mM Tris—-HCI, pH
7.5, containing 7 mM phosphocreatine, 9 mM MgSO4 and
approximately 0.4-1.2 pg protein in a final volume of
100 pl. After 15 min of pre-incubation at 37 °C, the
reaction was started by the addition of 3.2 mmol of ADP
plus 0.8 mmol of reduced glutathione. The reaction was
stopped after 10 min by the addition of 1 pmol of p-hy-
droxymercuribenzoic acid. The creatine formed was esti-
mated according to the colorimetric method of Hughes
(1962). The color was developed by the addition of 100 ul
2 % a-naphthol and 100 pl 0.05 % diacetyl in a final
volume of I ml and read spectrophotometrically after
20 min at 540 nm.

Statistical Analysis

The Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 21.0
‘was utilized for statistical analyses. All data are presented as
mean + S.EM. Differences among experimental groups
were determined by one-way ANOVA followed by Tukey’s
post hoc test for behavior and oxidative stress parameters.
p < 0.05 was considered statistically significant.

Results

Chemical Characterization of EFF-Cp by HPLC/
PDA

The phenolic characterization of the enriched C-glycosyl
flavonoid fraction was performed as described by Costa
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et al. (2011b). It was possible to identify the three major C-
glycosyl flavonoids, isoorientin (3), orientin (4), and iso-
vitexin (7), in EFF-Cp by comparing their UV spectra and
the retention times (HPLC) with standard references
(Fig. 1). The peak purity of flavonoids was determined by
overlapping the UV/DAD spectra in different regions of the
same peak using the HPLC software. The identification of
flavonoid peaks was based on the characteristic UV spec-
tral pattern as shown in Fig. 1 (Band I, 2 max around
300-350 nm and Band II, 4 max around 230-280 nm). In
addition, it was observed that unidentified compounds (1),
(2), (5). and (6) presented a spectral pattern as apigenin
nucleus, like isovitexin (7) (Fig. 1b). For total flavonoid
content, the peaks areas that showed flavonoid UV spectra
were pooled and expressed as isoorientin, the primary C-
glycosyl flavonoid present in the EFF-Cp (Table 1).

Behavioral Tests

As depicted in Fig. 2a, CMS increased immobility time in
the forced swimming test, producing a depressant-like
effect in the animals which was significantly reduced in
EFF-Cp-treated rats (Fig. 2a; F = 5.72; p < 0.05). Fig-
ure 2b shows the effects of CMS on the splash test.
Although the number of grooming activities did not differ
between control and stressed animals, EFF-Cp treatment
did significantly increase the amount of grooming by ani-
mals subjected to stress (Fig. 2b; F = 4.43; p < 0.05).
Figure 2c shows the effects of CMS and EFF-Cp on the
locomotor activity evaluated in the open-field test. The
locomotor activity was reduced in stressed animals, as
measured by number of crossings (Fig. 2c; F = 12.23;
p < 0.01) and rearings (Fig. 2¢; F = 6.60; p < 0.01). EFF-
Cp treatment did not change the locomotor activity when
compared with saline treatment, indicating that the
decreased immobility in the swimming test under EFF-Cp
treatment was not related to modified locomotor activity.

Measurement of Oxidative Stress Parameters

The results of oxidative stress are depicted in Fig. 3. CMS
increased protein carbonyl in the PFC (Fig. 3a; F = 7.87;
p < 0.01) and HIP (Fig. 3a; F = 14.37; p < 0.01). EFF-Cp
treatment was not able to reverse the carbonylation of
protein. In the NAc, CMS did not produce a significant
increase in carbonyl levels, but EFF-Cp treatment did
produce a significant reduction in carbonylated proteins, as
compared to the untreated stressed groups (Fig. 3a;
F = 5.69; p < 0.01). The CMS animals had a significant
increase in TBARS levels in the HIP, AMY, and NAc, but
not in PFC. EFF-Cp significantly reversed the elevated
levels of TBARS in the HIP (Fig. 3b; F = 128.23;
p < 0.01), AMY (Fig. 3b; F = 65.42; p < 0.01), and NAc
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(Fig. 3b: F = 28.25; p <0.01). The myeloperoxidase
(MPO) activity significantly increased after CMS and was
reversed by EFF-Cp treatment in the AMY (Fig. 3c:
F=1016: p<001), HIP (Fig.3C: F=2143;
p <0.01), and NAc (Fig. 3c; F = 8.06; p < 0.01). The
concentration of nitrite and nitrate increased significantly
in the HIP and NAc of stressed animals. The increase of
nitrite and nitrate was reversed by EFF-Cp treatment in the
HIP (Fig. 3d: F = 6.34; p < 0.01) and NAc (Fig. 3d:
F = 3.59; p < 0.05). The activity of SOD was decreased in
the AMY, HIP, and NAc of animals submitted to CMS.
EFF-Cp only reversed the ECM effect in the NAc. Levels
in the AMY (Fig. 3e; F = 18.42; p < 0.01), HIP (Fig. 3e;
F=1951; p<001), and NAc (Fig. 3e: F = 1475;
p <0.01) were not significantly affected by EFF-Cp.
Finally, the CAT enzyme activity was decreased in the
PFC, HIP, and NAc under the effect of CMS and EFF-Cp
significantly reversed the effect, but only in the NAc. The
levels in the PFC (Fig. 3f; F = 22.82; p < 0.01), HIP
(Fig. 3f: F=863; p<001) and NAc (Fig 3f;
F =13.92; p < 0.01) were not significantly affected.

Measurement of Energy Metabolism

The results of energy metabolism are presented in Fig. 4.
Complex I activity increased in the PFC, AMY, and HIP
under CMS, both in saline and EFF-Cp-treated animals. In
the NAc, complex I activity was unchanged in stressed and
saline-treated animals, but significantly increased in stres-
sed and EFF-Cp-treated rats. Levels: PFC (Fig. 4a;
F=2362: p<001). AMY (Fig. 4a; F =48.08;
p < 0.01), HIP (Fig. 4a; F = 34.18; p < 0.01), and NAc
(Fig. 4a; F =72.02; p <0.01). Complex II activity
increased in the PFC under CMS and was reversed by EFF-
Cp treatment (Fig. 4b; F = 25.97; p < 0.01). In the AMY,
complex II activity increased in stressed animals, but did
not reach statistical significance. However, EFF-Cp treat-
ment significantly reduced complex II activity in the AMY
of stressed animals (Fig. 4b; F = 10.46; p < 0.01). The
activity of succinate:cytochrome ¢ oxidoreductase, com-
plex II-III, significantly increased in the PFC and AMY
under CMS effects. The EFF-Cp treatment reduced com-
plex II-II activity to statistically lower levels than
observed in non-stressed animals. Levels: PFC (Fig. 4c;
F=2707; p<001) and AMY (Fig. 4c; F =26.31;
p < 0.01). In the HIP, complex II-III activity increased in
stressed animals, but did not attain statistical significance.
However, EFF-Cp significantly reduced complex II-IIT
activity in HIP of stressed animals (Fig. 4c; F = 3.73;
p < 0.05). Complex IV activity, under the influence of
EFF-Cp, significantly increased in all brain regions studied.
In both controls and stressed animals, complex IV activity
of animals treated with EFF-Cp increased in the analyzed
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Fig. 1 HPLC chromatogram of enriched C-glycosyl flavonoid fraction (EFF-Cp) and corresponding UV/DAD spectra of flavonoid peaks. 3
Isoorientin, 4 orientin, 7 isovitexin and /, 2, 5. 6 unidentified compounds

Table 1 Iscorientin and total flavonoids content in EFF-Cp

Flavonoid Content (mg/g)* Content (%)
Isoorientin 43.46 + 0.88 434 £ 008
Total flavonoids 11853 £ 2.50 11.85 £ 0.25

2 Expressed as mg/g of EFF-Cp + 8D (rn = 3)

brain structures, indicating an intrinsic EFF-Cp effect on
complex IV. Levels: PFC (Fig. 4d: F = 97.08; p < 0.01),
AMY (Fig. 4d; F=74.66; p <0.01), HIP (Fig. 4d;
F=2674; p<001), and NAc (Fig. 4d: F=17.11;
p < 0.01). CK activity significantly increased in the AMY
of animals under CMS and EFF-Cp treatment (Fig. 4e;
F =2229; p <0.01). In the HIP, CK activity was sig-
nificantly reduced in both stressed groups, indicating an
inhibitory effect of chronic stress, which was not reversed
by EFF-Cp (Fig. de; F = 5.61; p < 0.01).

Discussion

In this study, chronic mild stress increased immobility time
in the forced swimming test, producing a depressant-like
effect in the animals, in accordance with other studies
(Amikishieva et al. 2011; Gazal et al. 2014; Garabadu et al.

2015). In stressed animals treated with EFF-Cp, the
immobility time was significantly lower than in stressed
animals and those treated with saline. In fact, the immo-
bility time was similar to the non-stressed animals. This
result indicates that the EFF-Cp treatment promoted an
antidepressant-like effect in stressed animals. In experi-
ments conducted by Gazal et al. (2014), aqueous extracts of
C. pachystachya also induced an antidepressant-like effect
in animals submitted to a similar stress protocol. Thus, our
results showed that the enriched C-glycosyl flavonoids
fraction of C. pachystachya demonstrated antidepressant-
like effects in the forced swimming similar to imipramine
(Réus et al. 2013).

In the splash test, although the number of groomings
was not different between control and stressed animals,
EFF-Cp significantly increased the amount of grooming by
animals subjected to stress. Other researchers have found
that grooming activities were reduced in animals subjected
to chronic stress and that the reduction was reversed by
classical antidepressants and atypical antipsychotics (Mutlu
et al. 2012). Therefore, since non-stressed animals had
behavior similar to stressed animals, treatment with EFF-
Cp decreased the number of groomings in these animals
compared to the control group, but not compared with the
stressed group, this suggests an increased reward stimulus.
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Fig. 2 CMS and EFF-Cp (50 mg/kg. over 7 days) effect on the
immobility time in the forced swimming test (a), grooming time in
the splash test (b) and locomotor activity (crossing and rearing
number) in the open field (c). Values expressed as the mean and
standard error of the mean (M + SEM). *Different from control,
p < 0.05: # Different from stress versus saline, p < 0.05

The locomotor activity, measured in the open-field test,
was reduced in stressed animals. Other studies also show
that exploratory behavior in open-field tests was reduced in
animals submitted to chronic stress (Che et al. 2015).
However, there was no difference in locomotor activity
between saline- and EFF-Cp-treated animals, indicating
that EFF-Cp by itself does not produce impairment in
locomotor activity; this result ensures that the effect of the
EFF-Cp in the forced swimming test and splash test
showed no bias in locomotion of the animals in each
treatment group.

CMS increased protein carbonylation in the PFC and
HIP, and EFF-Cp was unable to reverse this. In the NAc,
CMS did not prod a significant i in carbonyl
levels, but EFF-Cp promoted a significant carbonyl
reduction, as compared to untreated stressed groups. It has
already been reported that CMS induces an increase of
protein carbonylation in different brain regions, such as the
PEC. HIP, striatum, and other cortical regions (Lucca et al.
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2009; de Mello et al. 2014), as well as in the PFC, AMY,
and NAc (Réus et al. 2015a, b). Protein carbonylation is a
process that may increase directly and proportionally to the
formation of ROS. The carbonylation process can be irre-
versible and result in a loss of protein function with con-
sequent diminishment in cellular function and disease
progression (Dalle-Donne et al. 2006). A study showed that
carbonyl protein formation was significantly higher in the
fibroblasts of MDD patients than in those derived from
control subjects (Gibson et al. 2012). It is worth noting that
some classical antidepressants function as antioxidants, for
example, in the reversal of protein carbonylation in the
brain tissue of animals with depressive-like behavior (Zafir
et al. 2009). The results of the present research suggest that
EFF-Cp does not have a relevant function in reversing the
effect of stress on carbonylation. In the NAc, carbonyl
contents of stressed and EFF-Cp-treated animals were
significantly lower than in the stressed and non-treated
group, though the levels are comparable to the control
group. Bearing in mind that the carbonylation process can
affect different proteins and depends on the accessible
residue of specific reactions (Gibson et al. 2012), it is also
important to consider that the antioxidant mechanisms may
behave differently with the carbonyl molecule. Thus, EFF-
Cp seems to exert a protective effect against the carbony-
lation of proteins in NAc. The protective effect of EFF-Cp
in the NAc still requires more rigorous studies to better
understand its antioxidant therapeutic profile in depression
and other psychiatric disorders.

As in other studies (Arent et al. 2012; Gazal et al. 2014),
chronic stress also increased production of TBARS, a
marker of lipid peroxidation, in some brain regions. In this
work, d animals had a significant i in TBARS
levels in the HIP, AMY, and NAc, but not the PFC. EFF-
Cp significantly reversed elevated levels of TBARS, cor-
roborating the results obtained by Gazal et al. (2014).
However, our study is limited by the technique used to
measure the levels of TBARS. This technique has been
widely used, however, in more complex biological sys-
tems, many compounds (including simple and complex
carbohydrates, protein oxidation products, and nucleic acid
oxidation products) react with thiobarbituric acid to pro-
duce colored adducts. Thus, one cannot directly equate the
measurement of TBARS with MDA or lipid peroxidation
when measured in a complex biological system.

The myeloperoxidase (MPQ) activity was significantly
increased in the HIP, AMY, and NAc after chronic mild
stress. EFF-Cp significantly prevented the effect of stress
on MPO activity. MPO is expressed in hippocampal neu-
rons and seems to be involved in the oxidative stress
underlying neurodegenerative diseases (Green et al. 2004).
Moreover, MPO can permeate into the brain through
infiltrating neutrophils and macrophages and is present in
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Fig. 3 CMS and EFF-Cp (50 mg/kg. over 7 days) effect on oxidative
stress measured by carbonyl protein content (a), TBARS levels as a
lipid peroxidation marker (b), MPO activity (c), nitrite/nitrate
concentration (d), antioxidant enzymes, SOD (e) and CAT activities

inflammatory processes (Yap et al. 2007). MPO promotes
conversion of hydrogen peroxide to hypochlorous acid
(Harrison and Schultz, 1976) and generates carbonyl pro-
teins (Yan et al. 1997) and reactive nitrogen species (Byun
et al. 1999), making it an important oxidant enzyme to
study. The effect of EFF-Cp in reversing the increase in
MPO activity induced by chronic stress indicates a sig-
nificant protective action of the EFF-Cp against oxidative
damage associated with stress and depression.

The concentrations of nitrite and nitrate, reflecting the
nitric oxide content (NQO), nitrosative and oxidative stress
(O&NO stress), increased significantly in the HIP and NAc
of stressed animals. The increase in nitrite and nitrate in
these regions was reversed by EFF-Cp treatment. In the
AMY, all groups had a high concentration of nitrite and
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nitrate, suggesting this may be a characteristic of the
region. However, the stressed and EFF-Cp-treated animals
had a significant reduction in the concentration of nitrite
and nitrate when compared to stressed and saline-treated
animals. Overall, these results indicate that EFF-Cp exerts
a protective effect against oxidative and nitrosative stress.
O&NS-induced neurotoxicity has been observed in many
studies. For example, the NO synthases induced under
inflammatory conditions (iNOS) or neuronal NO synthase
(nNOS) in excitotoxicity processes, increase the production
of NO, which may react with superoxide to form perox-
ynitrite, an anion with strong oxidant properties (Calabrese
et al. 2007). Studies have also shown that overproduction
of O&NS by iNOS results in oxidative and inflammatory
processes leading to neurotoxicity (Sayre et al. 2008). The
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inhibition of mitochondrial cytochrome oxidase in neurons
may be a cause of neuronal death due to high levels of NO
(Brown and Cooper 1994). In CMS, NO
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nNOS exerts negative effects on hipp 1 i
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antidepressants affect the NO system in the brain (Suzuki
et al. 2002a). Recently, Suzuki et al. (2002b) demonstrated
that chronic treatment with imipramine, a tricyclic

and seems to be partially ible for the dep: ve:

antidep induced NOS-II mRNA and that this was

like behavior induced by stress (Zhou et al. 2007). Studies
indicate that NOS exert antid like
effects in animals submitted to stress and depression pro-
tocols (Zhou et al. 2007; Dhir and Kulkarni 2007; Zhang
et al. 2013; Tomaz et al. 2014). However, little is known
about whether clinically available psychotropic drugs and
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panied by an increase in nitrate levels in the rat
hypothalamus. More studies are necessary to elucidate the
full effects of antidepressants on the NO system.

Orientin and its isomer isoorientin are the major flavo-
noid compounds in EFF-Cp and their powerful antioxidant
function has been attributed to free radical scavenging
(Deepha et al. 2014; Praveena et al. 2014). A recent study
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showed an antidepressant-like effect exerted by orientin at
20 and 40 mg/kg, along with a reduction in oxidative
stress, both in the scavenging of free radicals and in the
increase of antioxidant enzyme activity in the HIP and PFC
of mice subjected to chronic stress. Furthermore, orientin
increased levels of serotonin and norepinephrine, reduced
neurodegeneration induced by chronic stress, and activated
molecular processes underlying neuronal plasticity (Lin
et al. 2015). On the other hand, our results showed that
EFF-Cp presented antidepressant-like effect at 50 mg/kg,
suggesting that orientin is not the only compound respon-
sible for the activity detected herein. Thus, the detected
antidepressant-like effect is possibly related to the synergic
effects of these C-glycosyl flavonoids. There are numerous
examples of plant extracts that exhibit synergistic effects
based on multi-target mechanisms of action (Wagner
2011).

The activity of the superoxide dismutase (SOD) enzyme
was decreased in the AMY, HIP and NAc of animals
submitted to CMS. EFF-Cp reversed the effect of CMS on
SOD levels in the NAc alone. In the other regions, though
EFF-Cp did increase the SOD activity, the effect did not
reach statistical significance or reach the level of animals
without stress. The activity of the catalase (CAT) enzyme
was decreased in the PFC, HIP and NAc of animals sub-
mitted to CMS. EFF-Cp reversed the CMS effect only in
the NAc. In work conducted by Gazal et al. (2014), chronic
stress did not reduced the activity of SOD or CAT, both in
the PFC or in the HIP. Perhaps the difference between the
study performed by Gazal et al. (2014) and this study is the
frequency of exposure to stress. They subjected the animals
to a 14-day protocol, whereas in this study, the chronic
stress protocol was for 40 days. In another study where
stress was applied for a longer period (28 days). the CAT
activity in the PFC and HIP was significantly reduced in
stressed animals, compared to control animals (Che et al.
2015). In an even more prolonged chronic stress protocol,
the authors found a significant decrease in SOD and CAT
activity, an increase in oxidative stress markers such as
lipid peroxidation, and an increase in depressive-like
behaviors such as anhedonia and immobility. Both
depressive-like behaviors and alterations to oxidative bal-
ance were reversed by the flavonoid orientin (Liu et al.
2015).

Studies have suggested that depression caused by
stress was accompanied by oxidative stress dysregulation,
including abnormal total antioxidant capacity (TAC),
antioxidants, free radicals, oxidative damage, and
autoimmune response products (Liu et al. 2015). More-
over, oxidative damage due to persistent ROS exposure
results in oxidative damage to mitochondria and cellular
lipids, proteins, and nucleic acids (Bhat et al. 2015). Acute
ROS exposure would lead to the malfunctioning of Fe-S

centers of electron transport chain complexes 1, 1L, and III,
and tricarboxylic acid cycle aconites, resulting in the
shutdown of mitochondrial energy production (Ghezzi and
Zeviani, 2012). However, our study showed that the
activity of complex I from the mitochondrial chain was
increased in the PFC, AMY, and HIP of animals subjected
to the CMS, both in saline and EFF-Cp-treated animals,
suggesting that stress increases the activity of complex 1
and that EFF-Cp did not influence the effect of stress on
this enzyme. Of note, in the NAc, complex I activity was

h d in d and saline-t d animals, but
significantly increased in stressed and EFF-Cp-treated
animals. Complex II activity increased in the PFC under
the effect of CMS and was reversed by EFF-Cp treatment.
In the AMY, complex II activity increased in stressed
animals, but not enough to gain statistical significance.
However, EFF-Cp significantly reduced the complex II
activity in the AMY of stressed animals. The activity of
succinate:cytochrome ¢ oxidoreductase, complex II-III,
significantly increased in the PFC and AMY under CMS.
The EFF-Cp treatment reduced complex II-III activity to
statistically relevant reduced levels, even lower than those
of the non-stressed animals. In the HIP, complex II-III
activity increased in stressed animals, but did not reach
statistical rel . EFF-Cp ly reduced the
complex II-IIT activity in the HIP of stressed animals.
Complex IV activity under the influence of EFF-Cp sig-
nificantly increased in all brain regions studied. In both
controls and under CMS, the complex IV activity of ani-
mals treated with EFF-Cp increased in the analyzed brain
structures, indicating a potentially intrinsic effect of EFF-
Cp on complex IV activity. Authors have found that
chronic stress increases the expression of complex IV
genes in the PFC but reduces it in the HIP (Adzic et al.
2009; Xing et al. 2013), and the enzymatic expression
influences their activity (Gao et al. 2007; Liang et al.
2009). Previous studies showed that the chronic mild stress
protocols altered the energy metabolism in rats’ brains by
altering complexes I, II, II-III, and IV, and chronic
treatment with minocycline, a second-generation tetracy-
cline with anti-inflammatory properties, regulated these
alterations in specific brain areas (Réus et al. 2015a).
Abelaira et al. (2011) showed that acute and chronic
treatment with lamotrigine, an anticonvulsant drug, pre-
vented mitochondrial dysfunction by increasing complex
10, II-III, and IV levels in the rat brains. In this study,
complex IV activity was unchanged from chronic stress,
but increased after treatment with EFF-Cp, both in con-
trols and stressed animals. These results are intriguing, but
it may be that EFF-Cp has stimulated the function of these
brain regions and therefore increased energy demands,
which could result in increased enzyme activity, as pre-
viously reported (Adzic et al. 2009).
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Some authors have observed that complexes of the
mitochondrial chain were inhibited by chronic stress in some
brain regions (Madrigal et al. 2001; Rezin et al. 2009).
However, in this study, and in another study that evaluated
the same brain regions (Garabadu et al. 2015), the activity of
mitochondrial complexes was increased under chronic
stress, indicating that stress can induce different functions
depending on the brain region being evaluated. The areas
evaluated in this study are key structures involved in the
pathogenesis of depression (Russo and Nestler, 2013). It is
therefore possible that chronic stress has increased energy
demand in some regions and thus required an increase in the
mitochondrial chain activity to meet the needs of these brain
areas (Adzic et al. 2009).

During the electron transfer process, complexes I and IIT
produce superoxide (0,7), a free anion radical that is
converted to O, and H>O, by SOD under physiological
conditions (Manji et al. 2012). Therefore, in areas experi-
encing high energy demand, the oxidative balance can be
impaired. In this study, EFF-Cp reversed the increased
activity of complexes II and II-III in the PFC and AMY,
suggesting that EFF-Cp helps balance the effect of chronic
stress on these complexes and prevent an excess of
oxidative stress. It is important to note that risperidone, an
atypical antipsychotic, also reverses increased mitochon-
drial chain activity caused by chronic stress while also
reducing depressive-like behavior (Garabadu et al. 2015).
Complex I activity was increased by CMS and EFF-Cp did
not significantly reverse this increased activity. However,
the effect of EFF-Cp may not be in reducing the activity of
complex I, but rather in modulating the oxidative stress
produced by an increase in the activity of this complex (Mu
et al. 2015). More studies are required to elucidate the
specific requirements of each complex to meet the energy
demands in different functional conditions of the organism.

Regarding CK, its activity significantly increased in the
AMY of animals under CMS and treated with EFF-Cp. In
the HIP, the CK activity was significantly reduced in both
CMS groups, indicating an inhibitory effect of chronic
stress that was not reversed by EFF-Cp. Although
researchers have described different results for CK activity
(Agostinho et al. 2009; Bhatia et al. 2011; Abelaira et al.
2013), CK appears to be sensitive to oxidative damage
(Brines and Cerami, 2006) and might be one of the targets
for ROS in neurodegenerative discase (Barinaga, 1997).
Therefore, antioxidant activity seems to be important in the
homeostasis of CK. However, in this study it was not
possible to confirm the effect of EFF-Cp on impaired CK
activity due to chronic stress. Thus, more studies are nee-
ded to clarify the function of CK in chronic stress situations
and the role of antioxidants in the balance of CK activity.

This is the first work to assess the effect of the Cecropia
pachystachya on depressive-like behavior induced by
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chronic mild stress in animals, as well as the parameters of
the oxidative balance in conjunction with the enzymatic
activity of mitochondrial chain complexes and creatine
kinase. It is important to emphasize that an enriched C-
glycosyl flavonoid fraction, with isoorientin, orientin, and
isovitexin as the primary components, had antidepressant-
like effects in animal models of chronic mild stress. The
antidepressant function was correlated to several important
properties in the reduction of oxidative stress, such as
reduced oxidative markers and increased activity of
antioxidant enzymes. In addition, EFF-Cp also produced
effects on the metabolism of the mitochondrial respiratory
chain. However, more studies are needed to clarify the
specific mechanism of EFF-Cp, as well as the dynamic
effect it has on energy metabolism.
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2.5 DISCUSSAO GERAL

Os resultados demonstrados nesse capitulo compilam as
informagfes a respeito da obtencdo de uma fragdo enriquecida em
flavonoides de C. pachystachya (FEF-Cp) e sua potencial atividade tipo-
antidepressiva. Processos de padronizacao foram realizados com intuito
de obter, a partir do extrato bruto hidroetandlico (EB-Cp), uma fracao
enriquecida e purificada nos compostos de interesse. A FEF-Cp
apresentou um teor aproximadamente trés vezes superior em flavonoides
em relacdo ao EB-Cp, permitindo a reducéo na dose ativa de 200 mg.kg
L utilizada no trabalho de GAZAL e colaboradores (2014) para 50 mg.kg-
1, 0 que evidencia a relagdo 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 reducéo no tempo de
imobilidade dos animais no teste do nado forgado nas doses de 50 e 100
mg.kg?. Ainda, a FEF-Cp parece atuar na prevencdo do dano oxidativo
nos niveis de radicais carbonila, TBARS, atividade da mieloperoxidase,
e concentracdo de nitrito/nitrato em algumas regides cerebrais. Também
foram observadas alteragdes nos niveis dos complexos do metabolismo
energético mitocondrial. Essas evidéncias sugeriram que 0 mecanismo de
acdo da FEF-Cp esté relacionado ao potencial antioxidante nas estruturas
cerebrais avaliadas.

Considerando a efetividade do tratamento agudo de FEF-Cp, e a
obtencdo de atividade tipo-antidepressiva com doses inferiores aos do
extrato bruto hidroetanélico (EB-Cp), novos estudos pré-clinicos foram
realizados com intuito de explorar o potencial antidepressivo por meio do
modelo do 50 e 100 mg.kg? (ECM). Baseado na anedonia, sintoma
associado ao transtorno depressivo maior, 0 ECM ¢é extensivamente
validado e realista, no qual os animais sdo submetidos a uma série de
agentes estressores moderados levando ao comportamento tipo-
anedoénico (HILL et al., 2012). O estresse gerado induz efeitos de longa
duracdo nos parametros comportamentais, neuroquimicos, neuroimunes
e neuroenddcrinos que se assemelham as disfungbes observadas em
pacientes deprimidos, que podem ser revertidos por tratamento com
antidepressivo crénico, mas ndo agudo (CZEH et al., 2016).

Nesse contexto, os animais foram submetidos ao protocolo de
estresse durante 40 dias, recebendo tratamento com FEF-Cp (50 mg.kg™)
durante 7 dias.

Como esperado no protocolo do ECM, os animais estressados
apresentaram maior tempo de imobilidade no teste do nado forgado, em
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relagdo aos animais ndo-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 relagdo ao grupo ndo-tratado, o que
indica o efeito tipo-antidepressivo da FEF-Cp.

J& nos pardmetros de estresse oxidativo, FEF-Cp também foi efetiva
em prevenir o aumento de TBARS, atividade da mieloperoxidase, e
concentracdo de nitrito/nitrato em algumas regides cerebrais, além de
reverter & reducdo dos niveis 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 regifes
cerebrais. Esses dados corroboram com os resultados demonstrados
anteriormente em relacdo ao potencial antioxidante da FEF-Cp, atuando
no balango oxidativo de diversas regides cerebrais avaliadas.

Em uma avaliacéo recente da literatura foram observados inimeros
trabalhos de revisdo e meta-analise 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 metabdlitos
secundarios de interesse farmacéutico, 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 acao
neuroprotetora (SINGH; KAUR; SILAKARI, 2014). Por fim, Liu et al
(2015) demonstraram o efeito tipo-antidepressivo da orientina, atividade
esta atribuida a melhora no balango oxidativo, neurotransmisséo e
neuroplasticidade.

A determinacdo do teor de flavonoides totais da FEF-Cp foi
realizada por CLAE/DAD de acordo com metodologia ja desenvolvida e
validada (COSTA et al., 2011). O detector de arranjo de diodos acoplado
a esse cromatografo permitiu a visualizacdo das caracteristicas
espectrofotométricas do nucleo dos flavonoides presentes na FEF-Cp,
sendo observados em sua maioria derivados das agliconas apigenina e
luteolina.

A caracterizacdo do perfil quimico dos flavonoides presentes na
FEF-Cp com a utilizacdo da ferramenta de espectrometria de massas
(CLUE/EM/EM) permitiu a detec¢do de compostos ainda ndo descritos
para essa fracdo, assim como para C. pachystachya. Foi observado um
perfil extremamente rico em flavonoides glicosidicos, sendo detectados



126

15 flavonoides, mas com apenas seis massas moleculares diferentes, o que
sugere a ocorréncia de diversos isbmeros. Entre os flavonoides
visualizados, trés compostos ja eram relatados, os flavonoides
majoritarios isoorientina, orientina e isovitexina.

A presenga de flavonoides da classe dos O-glicosil-C-
glicosilflavonoides também foi observada. Esses compostos apresentam
como caracteristica a substituicdo O-glicosidica por meio de uma
hidroxila fendlica do esqueleto do flavonoide e/ou através de uma
hidroxila do fragmento C-glicosidico (TALHI; SILVA, 2012). Foram
detectados trés isdbmeros derivados da aglicona luteolina com [M+H]* 581
m/z e perfil de fragmentacio semelhante aos flavonoides
isoorientina/orientina. Nesse contexto, também foram observados outros
trés isdmeros derivados da aglicona apigenina com [M+H]* 565 m/z e
perfil de fragmentagdo semelhante ao flavonoide isovitexina. Os dados de
fragmentacdo sugeriram que esses flavonoides sdo possivelmente
derivados dos flavonoides majoritarios isoorientina e isovitexina,
respectivamente. Além desses compostos, foram sugeridas a presenca de
dois isdbmeros com possivel estrutura do flavonoide diosmetina-C-
hexosideo [M+H]* 461 m/z, e de outros dois flavonoides de estrutura ndo
identificada com [M+H]* 593 m/z.

Até 0 momento, esse trabalho foi o primeiro a relatar a presenca do
flavonoide vitexina para C. pachystachya, assim como sugerir a presenga
de flavonoides do tipo O-glicosil-C-glicosilflavonoides para a espécie. A
auséncia de relatos dos O-glicosil-C-glicosilflavonoides para C.
pachystachya é compreensivel, tendo em vista que esses flavonoides sdo
facilmente sucetiveis a degradacdo em meio acido e/ou temperatura
elevada, condicGes usualmente empregadas em cromatografia em coluna
de bancada, seguida de eliminacéo do solvente em rotaevaporador. Essas
condi¢des favorecem a degradacdo de sua estrutura quimica com a perda
do residuo de aclcar O-glicosil, o que consequentemente induz a
formagdo dos flavonoides majoritarios (isoorientina/orientina e
isovitexina).

Estudos de estabilidade da FEF-Cp foram realizados, e conforme
previamente relatado na literatura, os flavonoides C-glicosideos
apresentaram estabilidade, sendo observada resisténcia a degradacdo em
diferentes condi¢es de temperatura. No estudo de armazenamento em
temperatura de refrigeracdo (4 °C £ 2 °C) ndo foram observadas alteracdes
significativas no teor de flavonoides totais da FEF-Cp na forma de p6 e
de solucdo aquosa durante 30 dias Da mesma forma, nas condicbes de
estabilidade acelerada (40 °C + 2 °C e 75% + 5% UR) os flavonoides da
FEF-Cp permaneceram estaveis durante todo experimento, assim como
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ndo foram detectadas alteracdes significativas no teor de flavonoides
totais durante os seis meses de experimento.

Por outro lado, no estudo em condicdes de estresse de temperatura,
a FEF-Cp permaneceu na temperatura de 80 °C * 2 °C durante 30 dias.
Os flavonoides da FEF-Cp foram resistentes a degradacdo durante 5 dias
sob essa condicdo, embora a partir do 102 dia tenha sido observada
alteracdo significativa no teor de flavonoides totais em relagdo ao tempo
zero. Por fim, cabe destacar que ao final dos 30 dias de experimento,
foram visualizadas alteracdo na coloracdo da FEF-Cp, e um teor de
flavonoides totais cerca de 12% menor.

O estudo de estresse ou degradacdo forcada é utilizado para prever
possiveis produtos de degradacdo formados durante o periodo de
armazenamento, o que justifica a utilizacdo de condi¢cbes mais severas
que as utilizadas em estudos de estabilidade acelerada (SINGH et al.,
2013). Considerando a formag&o de novos compostos e/ou de produtos de
degradacdo, ndo foi observada a presenga das agliconas (apigenina e
luteolina), assim como ndo foram detectados novos picos no perfil
qualitativo monitorado por CLAE/DAD em todas as condigdes de
estabilidade avaliadas.

Corroborando com dados da literatura, os flavonoides C-
heterosideos apresentaram perfil de estabilidade nas diferentes condic6es
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
0 produto farmacéutico armazenado em condigdes normais por um longo
periodo de tempo (BRASIL, 2005). Apesar do teor de flavonoides totais
ter apresentado diminuicdo mais representativa (superior a 10%) no
estudo de estresse, ainda é possivel inferir que esses compostos
apresentam resisténcia a degradacao, especialmente considerando que 80
°C é uma temperatura elevada para armazenamento, e que, mesmo sob
estas condigdes, 88% do teor de flavonoides totais foram mantidos
inalterados. A diminuigdo no teor de flavonoides provavelmente se deve
aos flavonoides glicosidicos que ndo apresentam estrutura C-heterosideo.
A ocorréncia desses compostos foi sugerida em anélise por LC/MS, no
entanto sua identificacéo ndo foi possivel.

Os resultados da caracterizacdo quimica e da estabilidade
apresentados nesse capitulo demonstraram que a FEF-Cp apresenta um
perfil rico em flavonoides glicosidicos, oriundos dos flavonoides
majoritarios isoorientina/orientina e isovitexina, que sdo resistentes a
degradacdo em diferentes condi¢cGes de temperatura e umidade.
Adicionalmente, a atividade tipo-antidepressiva observada para FEF-Cp,
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demonstra que os flavonoides sdo os responsaveis pelo efeito visualizado.
Com base nos resultados apresentados, esse trabalho teve como proximo
objetivo, o desenvolvimento de estudos no campo da tecnologia
farmacéutica, visando a obtengdo de um sistema fitoterapico
microestruturado contendo a FEF-Cp.
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CAPITULO 3 — Desenvolvimento e caracterizacdo de sistema
fitoterapico microestruturado contendo os flavonoides C-
heterosideos de Cecropia pachystachya Trécul

3.1 INTRODUCAO

Atualmente a tecnologia farmacéutica tem recebido grande
investimento na producgdo de terapias inovadoras. Diversos farmacos e
medicamentos convencionais apresentam restricdes em relacdo a
biodisponibilidade, estabilidade e caracteristicas organolépticas que
dificultam o tratamento e adesdo do paciente. Dessa forma, a
encapsulacdo de ativos oferece oportunidades para contornar esses
aspectos e modular a liberagdo no tempo e local desejado (IQBAL et al.,
2015; SHARMA et al., 2015).

A microencapsulagdo é um processo no qual goticulas ou particulas,
de material liquido ou s6lido, sdo cercadas ou revestidas por uma pelicula
continua de material polimérico em escala micrométrica (AGNIHOTRI
et al., 2012). Diversas vantagens sdo atribuidas a esses sistemas, como a
protecdo do ativo a condicBes de pH e temperatura, melhora de
caracteristicas fisico-quimicas e propriedades organolépticas, e em
especial, a propriedade de controlar a liberagéo do ativo (AGUIAR et al.,
2017). Essas caracteristicas sdo possiveis em virtude dos materiais
poliméricos utilizados atribuirem versatilidade a esses sistemas (IQBAL
etal., 2015).

A encapsulacdo tém se mostrado um recurso eficiente para aumentar
a biodisponibilidade de substancias bioativas, e, no contexto de derivados
vegetais, essa ferramenta permite contornar possiveis limitagdes
tecnoldgicas de extratos vegetais secos (ONWULATA, 2012). O
emprego de novas tecnologias e inovagdes para garantir o efeito
terapéutico dos medicamentos fitoterapicos é uma tendéncia atual. Um
sistema de liberagdo microestruturado pode proporcionar melhor
biodisponibilidade dos metabélitos secundarios, pois as microparticulas
conferem maior estabilidade, capacidade industrial e oferecem a
possibilidade de ajuste de dose para alcancar niveis terapéuticos
adequados (FELTRIN; CHORILLI, 2010; AGUIAR et al., 2017).
Adicionalmente, a tecnologia da microencapsulacdo tem sido
extensamente utilizada para manutencdo da estabilidade quimica e
obtencdo de um controle na liberacdo de compostos fendlicos (LU;
KELLY; MIA, 2015).

Os sistemas de liberagdo modificada tém como objetivo liberar e
manter de maneira sustentada quantidades de ativo suficientes para
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alcangar niveis terapéuticos durante o periodo de tempo adequado
(SHARMA et al., 2015). Considerando a obtencdo de microestruturas
para esse fim, diversas técnicas e materiais sdo descritos na literatura
(SRLS et al., 2012; AGNIHOTRI et al., 2012; SHARMA et al., 2015;
PAULO, SANTOS et al., 2017).

Nesse trabalho, a técnica de dupla emulsdo seguida de extracdo-
evaporacdo do solvente foi selecionada para encapsulacdo dos
flavonoides da FEF-Cp. A microencapsulacdo por dupla-emulsdo
apresenta potencial para incorporacdo de substancias de carater
hidrofilico (IQBAL et al., 2015), sendo por esse motivo utilizada para
obtencdo de microestruturas contendo a FEF-Cp.

3.2 OBJETIVOS
3.2.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar um sistema fitoterapico microestruturado de
liberacdo modificada contendo a fracéo enriquecida em flavonoides C-
heterosideos de Cecropia pachystachya Trécul.

3.2.2 Objetvos especificos

e Realizar um estudo de formulagdo para estabelecer a
composic¢do do sistema microestruturado e o método de
preparacdo mais adequado.

e Caracterizar os sistemas quanto a morfologia, tamanho de
particula, eficiéncia de encapsulacao e teor associado.

e Avaliar o perfil de liberacdo in vitro dos sistemas
microestrutuados desenvolvidos.

3.3 MATERIAIS E METODOS
3.3.1 Materiais

O polimero utilizado para peparacdo das microparticulas foi o
Eudragit® RS100 (etilacrilato:metil-metacrilato: cloreto de etil metacrilato
de trimetil aménio, 1:2:0,1 - Evonik®). Para preparacdo do sistema
microestruturado foram utilizados alcool polivinilico - PVA (Mowiol40-
88, Sigma-Aldrich®), cloreto de sédio (Vetec®), diclorometano
(Merck®), laurilsulfato de sdédio (Vetec®). Os solventes acetonitrila e
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metanol sdo de procedéncia Merck®, e a agua ultrapura foi obtida pelo
sistema de filtragdo MilliQ (Millipore®).

3.3.2 Métodos
3.3.2.1 Estudos preliminares de formulagao

Considerando o carater hidrofilico dos flavonoides de FEF-Cp, as
microparticulas foram preparadas pela técnica de dupla emulsdo a/o/a
seguida de extracdo do solvente, com pequenas adaptacfes a formulagédo
desenvolvida por Santos (2012). Inicialmente, visando estabelecer a
guantidade de FEF-Cp a ser adicionada a fase interna aquosa da dupla
emulsdo, avaliou-se o teor em flavonoides totais obtido a partir da
dispersdo de 50 ou 100 mg da fragdo em 1 mL de &gua. Estas dispersbes
permaneceram sob agitacdo durante 24 horas a temperatura ambiente e
sistema fechado e foram, a seguir, filtradas em membrana de PVDF (0,45
um). O teor de flavonoides totais solubilizado em agua 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
condicdes de extracdo do solvente apds a formacéo da dupla emulsédo e
avaliar a influéncia deste parametro sobre as carateristicas de sistemas
obtidos, bem como a capacidade destes sistemas de incorporar a FEF-Cp.

Neste estudo, foram mantidos constantes para todas as formulagdes
0s parametros relativos a composicao: (i) fase orgénica, constituida por
uma solugdo de 500 mg de Eudragit® RS100 em 5 mL de diclorometano,
previamente solubilizada com auxilio de banho de ultrassom; (ii) fase
aquosa interna (a1), determinada com base no resultado da solubilidade
dos flavonoides da FEF-Cp em agua, constituida de 100 mg de FEF-Cp
solubilizados em 1 mL de agua ultrapura e filtrada em membrana PVDF
de diametro de poro 0,45 um, e (iii) fase aquosa externa (az), constituida
por 100 mL de solucdo aquosa de alcool polivinilico (PVA) a 0,5 %
(m/V).

Quanto a técnica de preparacdo, em todas as formulacGes para a
formacédo da emulsdo priméria (a1/0), a fase oleosa foi vertida sobre a fase
aquosa interna sob agitacdo com auxilio do dispersor Ultra-turrax® T25
Basic (IKA, Alemanha) a 10.000 rpm durante 3 minutos. A seguir, a
emulsdo priméria foi vertida sobre 100 mL de PVA 0,5% (m/V) sob
agitacdo em Ultra-turrax®. As varidveis avaliadas nesta etapa foram a
velocidade (4.000 e 6.000 rpm) e o tempo (1 e 3 min) de agitacdo
necessarios para formacao da dupla emulsao.



140

Depois de formada a dupla emulsdo, a fase aquosa de extracao,
diferentes volumes (100 ou 200 mL) de uma solucdo aquosa de PVA a
0,1 % (m/V), foi adicionada ao sistema. A combinacdo das variaveis
avaliadas resultou em 6 diferentes formulagdes conforme descrito no
quadro 7.

Quadro 7: Formulacdes preparadas a partir do estudo preliminar de formulagéo.

ETAPA FL | F2 | F3 | F4 | F5 | F6
Fase aquosa 100 mg FEF-Cp - 1 mL 4gua
interna
Fase oleosa 500 mg Eudragit — 5 mL diclorometano
Em“',sefo Agitacdo 10.000 rpm — 3 minutos
primaria
Fase aquosa 0
axterna PVA 0,5 % (m/V) 100 mL
Dubla Agitacdo:
P ~ 6000 rpm | 4000 rpm | 6000 rpm | 4000 rpm| 6000 rpm{4000 rpm
emulséo - - - - . .
3 min 3 min 1 min 1 min 3 min 1 min
Fase PVA PVA PVA PVA PVA PVA
aquosa de 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1% 0,1%
extracdo 100 mL | 100 mL | 100 mL | 100 mL | 200 mL | 200 mL

Transcorrido o tempo de eliminacdo do diclorometano, as
microparticulas foram isoladas por filtracdo em papel filtro quantitativo
faixa preta (didmetro de poro de 7 — 12 um; Unifil®). As particulas
isoladas foram lavadas trés vezes com 100 mL de &gua purificada e, a
seguir, congeladas a - 20 °C por 48 horas, e secas por liofilizacdo durante
24 horas.

3.3.2.2 Preparacdo dos sistemas microparticulados

A partir dos resultados obtidos nos estudo anterior, um estudo de
formulacéo foi conduzido, no qual foi avaliada influéncia da concentragéo
da solucéo organica do polimero (500 mg de polimero dissolvidos em 3
ou 4 mL de diclorometano) sobre a eficiéncia de encapsulagao e o teor de
flavonoides nas microparticulas. Neste estudo foram fixados os seguintes
parametros: (i) fase aquosa interna, 100 mg FEF-Cp dissolvidos em 1 mL
de 4gua; (ii) fase aquosa externa, 100 mL de solugdo aquosa de PVA 0,5
% (m/V); (iii) fase aquosa de extracdo, 300 mL de solugdo aquosa de PVA
0,1 % (m/V); (iv) agitacdo para formacdo da emulsdo primaria:
ultraturrax, 10.000 rpm, durante 3 min; (v) agitacdo para formagéo da



141

dupla emulsdo: ultraturrax, 4.000 rpm, durante 1 min. As formulac6es
foram preparadas em duplicata conforme o quadro 8, e o procedimento
de isolamento, lavagem e secagem das micropartirculas foi realizado
conforme descrito acima.

Quadro 8: Formulacdes preparadas a partir do estudo de fomulag&o.

ETAPA F1 =)
Fase oleosa 500 mg Eudragit 500 mg Eudragit
3mL diclorometano 4mL diclorometano

Fase aquosa interna 100 mg FEF-Cp

1 mL 4gua
Emuls&o primaria Agitacdo 10.000 rpm — 3 minutos
Fase aquosa externa PVA 0,5 % (m/V) 100 mL
Dupla emulsdo 4000 rpm - 1 min
Fase aquosa de PVA 0,1% - 300 mL
extragéo

Visando avaliar a repercussdo da reducdo do tempo de eliminagéo
do diclorometano sobre a eficiéncia de encapsulacéo e teor de flavonoides
das microparticulas, um novo estudo de formula¢do foi realizado em
ambiente climatizado sob uma temperatura de 40 °C. Neste estudo foram
mantidas as condicGes de preparacao e as formulagdes descritas no quadro
2 e incluida uma nova formulacéo na qual o polimero foi dissolvido em 5
mL de solvente. As formulacGes foram preparadas em triplicata e estdo
sumarizadas no quadro 9. O procedimento de isolamento, lavagem e
secagem das microparticulas foi realizado conforme descrito
anteriormente.
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Quadro 9: Formulagdes preparadas a partir do estudo de formulacdo para
avaliacdo da influéncia da temperatura de evaporagéo/extracdo do solvente.

ETAPA MCP:1 MCP: MCP3
500 mg Eudragit | 500 mg Eudragit | 500 mg Eudragit
Fase oleosa diclorometano diclorometano diclorometano
(3mL) (4mL) (5mL)
Fase aquosa 100 mg FEF-Cp
interna 1 mL agua
Er_nul,sa!o Agitacdo 10.000 rpm — 3 minutos
primaria
Fase aquosa o
externa PVA 0,5% 100 mL
Dupla emulséo 4000 rpm - 1 min
Fase aquosa PVA 0,1% - 300 mL
de extracdo 40°C

3.3.2.2.1 Influéncia da pressdo osmética sobre a eficiéncia de
encapsulacao

Considerando que osmolaridade do meio pode influenciar a
formagdo de poros e, consequentemente, no perfil de liberacdo das
microparticulas (FARAGO et al., 2008; SANTOS, 2012), um novo
estudo foi realizado, tomando como base a formulacdo MCP; (descrita no
Quadro 9), na qual foi adicionado cloreto de sédio a 3 % (m/V) na fase
aquosa de extracdo. Esta formulacéo foi denominada MCP1-NaCl.

3.3.2.3 Caracterizagdo das formulagdes
3.3.2.3.1 Determinagdo do rendimento das formulacGes

O rendimento foi calculado pela relagdo entre a massa obtida de
microparticulas e a quantidade total de so6lidos da formulacéo, levando em
consideracdo a massa de polimero e a massa de flavonoides totais
presentes em 100 mg FEF-Cp. O resultado foi apresentado em
porcentagem conforme a equacéo 1.

microparticulas (m
Rendimento (%) = < P (mg) ) x 100

total de sé6lidos da formulagio (mg)
Equagdo 1



143

3.3.2.3.2 Determinacéo do diametro médio e distribui¢éo granulométrica

O didmetro médio e a distribuicdo granulométrica das
microparticulas foram avaliados por difracdo a laser em equipamento
Mastersizer® 2000 Hydro (Malvern Instruments, Reino Unido), equipado
com unidade éptica duplo laser feixe convergente de Hélio/Nebnio (632,8
nm) e LED (470 nm). As amostras foram analisadas em camara de
dispersdo aquosa Hydro 2000SM (Malvern, Reino Unido) a 1500 rpm.

A medida do diametro médio das particulas (D[4,3]) ¢ calculada com
base na teoria de que a difracdo da luz incidida na amostra é dependente
do tamanho das particulas que a comp&em. A distribuicdo granulométrica
foi inferida a partir dos valores de Span e calculada conforme a equagéo
2. Os indices D,z), D@s) e Do) representam o didmetro por volume
equivalente ao qual 10, 50 e 90 % das particulas sdo menores. Com essa
informacéo, o valor de Span é calculado como indicativo da distribui¢do
de tamanhos da amostra. Neste indice, quanto mais préximo de zero, mais
monodispersa é a amostra.

Do,0) — D(m))

Span = <
Dos)

Equacdo 2
3.3.2.3.3 Morfologia das particulas

As microparticulas liofilizadas foram analisadas por microscopia
eletrénica de varredura (MEV) quanto & formacdo e morfologia. As
amostras foram metalizadas com uma fina camada de ouro e analisadas
em aumentos variando entre 20 a 1400 vezes em microscopio JSM-
6390LV (JEOL, EUA), disponivel no Laboratério Central de Microscopia
Eletronica da Universidade Federal de Santa Catarina (LCME-UFSC).

3.3.2.3.4 Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo (EE) e teor
de flavonoides totais nos sistemas microparticulados

Exatamente cerca de 45 mg de microparticulas foram solubilizadas
em 3,0 mL de uma mistura acetonitrila:metanol (2:1, V/V) com auxilio
de banho de ultrassom durante 5 minutos. As solugdes resultantes foram
filtradas em membrana de PVDF (0,45 um) e o teor de flavonoides totais
foi determinado por CLAE/DAD (COSTA et al., 2011).



144

A observacdo de possiveis interferéncias dos componentes da
formulacéo sobre a quantificacdo dos marcadores foi avaliada utilizando
misturas fisicas do polimero e da formulagédo branca com a FEF-Cp na
mesma proporcdo estabelecida para a formulagdo. As misturas foram
preparadas e avaliadas por CLAE/DAD nas mesmas condigdes
anteriormente descritas, e o teor de flavonoides totais obtido foi
comparado com a solucéo de FEF-Cp.

Para o célculo da eficiéncia de encapsulacéo foi utilizada a equacéo
3, que descreve a relacdo entre a massa de flavonoides encapsulada e a
massa total de flavonoides utilizada em cada formulagdo (massa de
flavonoides presentes em 100 mg de FEF-Cp).

massa de flavonoides totais encapsulada (mg)
EE (%) = (

x 100
massa de flavonoides totais utilizada na formulacdo (mg))

Equagéo 3

O teor de flavonoides totais para cada formulacao foi expresso como
mg de flavonoides totais por 100 mg de microparticulas, conforme
descrito na equagdo 4.

massa de flavonoides totais encapsulados

Teor (%) = ( ) x 100

massa de microparticulas
Equacéo 4
3.3.2.3.5 Estudo de liberacéo dos sistemas microparticulados

O perfil de liberagdo dos sistemas microparticulados MCP1 e MCP-
NaCl foi avaliado em tampéo HCI pH 1,2 e tampao fosfato pH 7,4 (USP),
ambos contendo 0,5 % (m/V) de lauril sulfato de sédio. Cerca de 100 mg
de microparticulas exatamente pesados foram transferidos para frascos
contendo 15 mL de meio de liberagdo, de maneira a manter condi¢bes
sink.

Para analise em pH 1,2 foram avaliadas amostras apés 30, 60 e 120
minutos de liberacdo, 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 andlise foi
preparado em triplicata em frascos individuais. Os frascos permaneceram
fechados e mantidos em banho termostatizado (Dubnoff, CT-232) a 37 °C
+0,5 °C com agitacdo de 150 rpm. Transcorrido o tempo de liberagéo, as
amostras foram imediatamente filtradas em membrana PVDF (0,45 pum)
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e analisadas por CLAE/DAD. Como controle, a FEF-Cp foi submetida as
mesmas condi¢cdes de liberacdo descritas para as formulacGes de
microparticulas. A partir dos resultados, graficos de porcentagem de
flavonoides totais liberados em funcdo do tempo foram construidos.

3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A escolha da técnica e do polimero para encapsulacdo dos
flavonoides da FEF-Cp em um sistema microparticulado foi realizada
com base no trabalho de Santos (2012). A técnica da dupla emulsao a/o/a
seguida de evaporagdo/extracdo do solvente é descrita na literatura para a
microencapsulacdo de substancias hidrofilicas (GIRI et al., 2013; IQBAL
et al., 2015). As emulsdes multiplas, especialmente a/o/a, sdo relatadas
como sistemas apropriados para encapsulagdo, protecdo e liberacdo de
ativos de caréter hidrofilico, além de permitirem a obtencdo de maior
eficiéncia de encapsulacdo em relacdo a emulsdo simples, por exemplo
(McCLEMENTS, 2015). Como matriz polimérica foi utilizado Eudragit
RS100, que vem sendo utilizado para encapsulacéo de farmacos visando
administracdo por via oral (TRAPANI et al., 2007; CRUZ et al., 2010;
ALHNAN; BASIT, 2011; KLEEMANN et al., 2017; PATRA et al.,
2017).

Considerando a caracteristica hidrofilica da FEF-Cp, a técnica de
dupla emulsdo seguida de extracdo/evaporagdo do solvente foi utilizada
para o desenvolvimento de microparticulas de Eudragit RS100 contendo
os flavonoides da FEF-Cp. Diversos parametros foram estudados com o
objetivo de obter microparticulas contendo maior teor encapsulado dos
flavonoides da FEF-Cp, bem como obter uma liberagcdo modificada dos
ativos e evitar uma possivel degradacdo no trato gastro-intestinal.

3.4.1 Estudo preliminar de formula¢éo

Para definir a quantidade de FEF-Cp a ser utilizada no preparo das
microparticulas, foi avaliada a concentracdo em flavonoides totais das
solugdes obtidas apos a dispersdo de 50 e 100 mg de FEF-Cp em 1 mL de
agua. A concentracdo de flavonoides totais nos filtrados das dispersdes
aquosas da FEF-Cp foi de 4769,18 + 44,61 e 8956,04 + 78,01 ug.g™* para
50 e 100 mg de FEF- Cp, respectivamente, correspondendo a 102,64% +
0,96% e 96,37% + 0,83% dos valores tedricos esperados. Desta forma,
definiu-se a fase aquosa interna (a1) como a solugdo resultante da
dispersdo de 100 mg de FEF-Cp em 1 mL de &gua, equivalentes a 89,56
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+ 0,78 mg de flavonoides totais adicionados a formulagdo de
microparticulas.

As formulagdes foram avaliadas por CLAE/DAD para determinacdo
da eficiéncia de encapsulacdo e teor de flavonoides totais conforme
metodologia previamente descrita (COSTA et al., 2011). Para observar
possiveis interferéncias na detec¢do dos marcadores pelos componentes
da formulacédo, misturas fisicas do polimero e da formulagéo branca com
a FEF-Cp foram preparadas, obedecendo a propor¢do da formulacdo. O
teor de flavonoides totais encontrado nas mistruras foi comparado com
solucdo de FEF-Cp de igual concentracdo, 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 formulagéo ndo
interferem na quantificacdo dos marcadores por CLAE/DAD pelo método
utilizado.

Estudos preliminares de formulacéo foram realizados com o objetivo
de estabelecer as condicdes de preparacdo das microparticulas, que
possibilitassem obter sistemas com caracteristicas fisico-quimicas
aceitaveis e com elevado teor de flavonoides totais encapsulado. Os
componentes da formulagdo, quantidades e método para formagdo da
emulsdo primaria foram mantidos fixos, de acordo com o relatado no
quadro 7. Dessa forma, o valor teérico maximo do teor de flavonoides
totais encapsulado seria de 1,76 mg de flavonoides em 100 mg de
microparticulas, considerando uma eficiéncia de encapsulacdo de 100%.
Nesse contexto, atingir valores préximos a esses foram o objetivo dos
estudos de formulagao.

Este estudo preliminar demonstrou que a velocidade e o tempo de
agitacdo parecem influenciar o teor encapsulado (Tabela 1). As
formulagdes F4 e F6, preparadas com agitacdo menos vigorosa (4.000
rpm) e por menor tempo (1 min), apresentaram eficiéncia de encapsulacdo
e teor de flavonoides superiores as demais. Esses resultados corroboram
com estudos anteriormente publicados, como o descrito por Ito e
colaboradores, que descreveram a velocidade e o tempo de agitacdo da
emulsdo primaria exercem influéncia na eficiéncia de encapsulacdo de
microparticulas de PLGA contendo farmacos hidrofilicos (ITO;
FUJIMORI; MAKINO, 2008). As alteragdes em relacdo ao aumento do
volume da fase aquosa de extracdo foram realizadas com o objetivo de
facilitar a difusdo do solvente orgéanico (diclorometano) para o meio
aquoso, aumentando a velocidade de solidificagdo do polimero durante a
etapa de formacdo das microparticulas (YEO; PARK, 2004,
JELVEHGARI et al., 2011).
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Tabela 1: Resultados do estudo preliminar de formulag&o.

FormulagGes 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

Fa 90 27,32 0,43

F5 85 17,29 0,30

F6 85 26,75 0,47

#Eficiéncia de encapsulagio

Como pode ser observado na tabela 1, os valores de encapsulagéo e
teor podem ser considerados muito baixos, mesmo considerando o carater
hidrofilico dos compostos encapsulados. A encapsulacdo de moléculas
hidrofilicas e anfifilicas é considerada um desafio, devido a possibilidade
de particdo do ativo presente nas goticulas da fase orgénica para a fase de
maior volume, a fase aquosa externa (McCLEMENTS, 2015;
RAMAZANI et al., 2016).

Nesse contexto, a selecdo da metodologia para microencapsulagdo
depende do grau de hidro/lipofilicidade dos ativos (LI; ROUAUD;
PONCELET, 2008). A técnica de emulsdo simples 6leo-em-agua (o/a) é
geralmente utilizada para encapsulagdo de ativos hidrofobicos ou
fracamente sollveis em agua. Entretanto, essa técnica ndo é adequada
para ativos hidrofilicos em funcédo da possibilidade de difusdo do ativo
para a fase continua durante a formacédo das particulas. Nesse sentido, as
emulsBes multiplas representam alternativas promissoras, sendo a dupla
emulsdo (ai/o/a;) geralmente utilizada. Os ativos hidrofilicos séo
solubilizados na fase aquosa interna (a;) da emulsdo conferindo ao
sistema maior eficiéncia de encapsulacdo (IQBAL et al., 2015).
Adicionalmente, Lu e colaboradores (2016) também descreveram a
dupla-emulsdo como método ideal para encapsulacdo de polifendis em
sistemas de liberacdo modificada.

Para obtencdo de uma elevada eficiéncia de encapsulagéo de ativos
hidrofilicos também séo relatados outros aspectos, como a manutencédo
da estabilidade da emulsdo priméria (a/o), principalmente regida pela
proporcao do volume das goticulas da fase aquosa interna para o volume
da fase orgénica, descrita como de fundamental importancia. Além disso,
a alta viscosidade da fase organica, influenciada pelo peso molecular e/ou
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concentragdo do polimero, também se correlaciona com a obtencdo de
maior eficiéncia de encapsulagdo (RAMAZANI et al., 2016).

Os métodos geralmente utilizados para microencapsulacdo tém
como base o processo de emulsificacdo, onde goticulas contendo o
polimero e ativo formam microesferas a partir da extra¢do do solvente
(RAMAZANI et al., 2016). Nesse contexto, outro ponto a ser destacado,
é a escolha do solvente na técnica de emulsdo seguida de evaporagéo,
sendo desejavel que o mesmo contemple 0s seguintes critérios:
capacidade de solubilizagdo do polimero escolhido; baixa solubilidade na
fase continua; baixo ponto de ebulicdo e alta volatilidade; e baixa
toxicidade. Cloroférmio, acetato de etila, formiato de etila e
diclorometano séo usualmente utilizados nessa técnica, mas o
diclorometano é amplamente descrito devido a rapida volatilizacdo,
producdo de microestruturas esféricas e uniformes, além de alta eficiéncia
de encapsulacéo (LI; ROUAUD; PONCELET, 2008).

Considerando os  aspectos discutidos, a técnica de
emulsdo/evaporacdo permite que a encapsulacdo dos ativos seja
diretamente influenciada pela velocidade de solidificacdo das
microesferas, etapa que ocorre em dois momentos, primeiramente pela
extracdo do solvente para a fase aquosa externa, e apés pela evaporacao
para o ambiente (RAMAZANI et al., 2016). Durante essa etapa da
formulagéo, a difuséo dos flavonoides da FEF-Cp se encontra facilitada,
principalmente considerando o carater hidrofilico da matriz fitoquimica
da FEF-Cp e consequente afinidade pela fase aquosa externa.

Com base nas evidéncias apresentadas, estudos de formulagao foram
conduzidos visando a obtencdo de microparticulas com maior teor
encapsulado e rendimento.

3.4.2 Preparacdo e caracterizagao dos sistemas microparticulados
3.4.2.1 Preparacao do sistema microparticulado

O estudo de formulacdo realizado a seguir objetivou avaliar a
repercussao da relacdo de volumes entre fase aquosa contendo a FEF-Cp
e fase orgénica contendo o polimero sobre a eficiéncia de encapsulagéo.
Assim, foram preparadas formulacGes nas quais o volume de
diclorometano foi reduzido (3 ou 4 mL), mantendo a quantidade de
polimero (500 mg) . Esta alterac&o, além da relagéo de volumes entre fase
interna aquosa e fase ogéanica, também repercute no tempo de formagéo
das microparticulas e, consequentemente, sobre a capacidade de
encapsulacdo do sistema. Ainda, também com vistas a reduzir o tempo de
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eliminagdo do solvente, um novo aumento do volume da fase aquosa de
extracdo foi investigado.

As formulages 1 e 2 apresentaram teor médio de 0,95 £ 0,07 € 0,70
+ 0,08 mg de flavonoides totais em 100 mg de microparticulas, e
eficiéncia de encapsulacdo de 54,10 % + 4,02 % e 39,08 % + 4,50 %,
respectivamente, evidenciando um aumento do teor encapsulado em
relacdo ao primeiro estudo preliminar de formulacdo. Estes resultados
demonstram que as variaveis avaliadas podem influenciar na obten¢éo de
um teor elevado de flavonoides totais associado as microparticulas.

Com base nos indicativos apontados durante os estudos anteriores,
foi observado que a velocidade de eliminacdo do solvente parece exercer
influéncia para obtencéo de microparticulas com maior teor encapsulado.
Nesse sentido, foram preparadas formulagdes com diferentes volumes de
diclorometano (DCM) para solubilizacdo do polimero na fase oleosa, e a
etapa de eliminagéo do solvente foi realizada em ambiente climatizado a
40 °C em funcéo da temperatura de evaporacdo do diclorometano (39,6
°C). Os resultados de rendimento, eficiéncia de encapsulacéo e teor de
flavonoides totais estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2: Caracterizac8o dos sistemas microparticulados.

FORMULAGRO "G a5 oo mi EP)
3 m'\ALCgéM) 8370+386  4921+114 0,87 +0.02
(4 mNII_CIII;éM) 8201+£793  3568+0,92 0,63%0,01
@ mNII_CgéM) 94,98 +2,15 22,82+0,61 0,40 +0,01
MCP;-NaCl ~ 8352+176  69,03+114 1224006

Os resultados descritos na tabela 2 confirmaram as observacGes do
estudo preliminar de formulacdo, considerando as variaveis no preparo da
formulacdo que exercem influéncia para obtengdo de maior teor de
flavonoides totais encapsulado. As formulagdes preparadas com menor
volume de diclorometano (MCP1) na fase oleosa apresentaram maior
eficiéncia de encapsulagdo e teor associado.

Ramazani e colaboradores (2016) relatam que a encapsulagédo de
moléculas de carater hidrofilico se configura um desafio, considerando
gue o ativo possui a tendéncia de difundir da fase polimérica para a fase
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externa previamente a solidificacdo da microestrutura, fator que contribui
para baixa eficiéncia de encapsulacdo. Portanto, parametros que acelerem
a solidificacdo das microesferas levam ao aumento da eficiéncia de
encapsulacdo de ativos de carater hidrofilico e anfifilico (RAMAZANI et
al., 2016). Nesse contexto, os resultados encontrados corroboram com o
perfil hidrofilico dos flavonoides presentes na FEF-Cp, sendo
evidenciada a correlagéo entre o menor tempo de eliminacdo do solvente,
e a consequente formacdo mais rapida das microparticulas, com o maior
teor de flavonoides associado ao sistema microparticulado.

3.4.2.2 Influéncia da pressdo osmética sobre a eficiéncia de encapsulacéo

A adicéo de cloreto de sddio na fase aquosa de extracdo teve como
objetivo avaliar o efeito da elevagdo da pressdo osmética durante a
formacgdo das microparticulas sobre diversas propriedades do sistema
como tamanho de particula, morfologia, eficiéncia de encapsulacéo e teor
de flavonoides totais associado. Essa estratégia foi utilizada baseada na
observacdo ja amplamente descrita na literatura da influéncia da presséo
osmética na estutura das particulas obtidas, principalmente na diminuicéo
da porosidade e, consequentemente, na capacidade de encapsulacdo e
perfil de liberagdo do sistema (O'DONNELL; MCGINITY, 1997;
PEANA et al., 1998; HAN et al., 2001; HE et al., 2006; WANG; GUO,
2008; YE, KIM; PARK, 2010).

As microparticulas preparadas sob a influéncia de pressdo osmética
elevada pela presenca de NaCl (MCP1-NaCl) apresentaram eficiéncia de
encapsulacéo e teor de flavonoides totais superiores as MCP; (Tabela 2).
Esses resultados corroboram com os descritos por Santos (2012), que
testou diversas concentracfes de NaCl na preparagdo de microestruturas
por dupla emulséo, descrevendo a obtencdo de microesferas com maior
eficiéncia de encapsulacdo e perfil de liberagao controlado sob influéncia
da pressdo osmoética na fase aquosa externa da formulagdo.
Adicionalmente, Ye e colaboradores (2010) também relatam que a adicdo
de sal na fase aquosa externa, contribui para o aumento da eficiéncia de
encapsulacdo devido a pelicula densa e polimero gerada em torno das
microesferas, e do equilibrio da pressdo osmética gerado na fase aquosa
interna, que ndo permitem a saida do ativo para a fase aquosa externa.

A utilizacdo de agentes osmoticos como o NaCl para o aumento da
pressdo osmotica do sistema dificulta a entrada de agua da fase externa
em direcdo ao interior da particula, diminuindo a possivel formacdo de
poros que ocasionam na perda dos ativos para 0 meio externo durante o
preparo da formulagéo (L1; ROUAUD; PONCELET, 2008). Esse aspecto
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¢ relevente, principalmente considerando que a técnica de
emulsdo/evaporacdo utilizada na preparacdo do sistema é fundamentada
na evaporagdo do solvente da fase oleosa que leva a formacdo das
microparticulas pela solidificagdo do polimero (LI; ROUAUD;
PONCELET, 2008). Durante essa etapa de formacdo e solidificacdo das
microparticulas sdo gerados canais de dgua que conectam a fase aquosa
interna e externa, devido ao efeito osmético, 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 satisfatorios,
uma vez que as microparticulas contendo os flavonoides da FEF-Cp
desenvolvidas neste trabalho tém por objetivo a avaliacdo final em
modelo animal de depressédo. Nesse contexto, microparticulas com maior
teor de substancias ativas resultam em uma menor dose a ser adminstrada,
0 que é sempre desejavel, principalmente considerando a administracéo
via oral em modelo in vivo.

3.4.2.3 Caracterizago dos sistemas microparticulados
3.4.2.3.1 Avaliacdo do tamanho e morfologia das microparticulas

Os resultados da determinacdo de tamanho médio de particula e
distribuicdo granulométrica (inferida pelo valor de span) estdo
sumarizados na tabela 3.

Tabela 3: Granulometria das microparticulas. D[4,3]: didmetro médio em
volume; D(0,1), D@O,5) e D(0,9) diametro de  particula
correspondente, respectivamente, a 10 %, 50 % e 90 % da distribuicdo
acumulada; Span: polidispersdo de tamanhos.

Tamanho (um)

Amostra
Dua D(0,1) D(0,5) D(0,9)  SPAN
MCP; 95 31 77 157 1,6
MCP1-NaCl 62 30 57 103 1,2

A analise morfologica das particulas, realizada a partir das imagens
obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV), revelou
particulas esféricas para os dois sistemas preparados (Figura 15). As
microparticulas preparadas sem adicdo de cloreto de sodio (MCPy)
apresentaram na superficie poros de diversos tamanhos distribuidos por
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toda superficie. Por outro lado, as microparticulas preparadas com adicao
do agente osmético (MCP:-NaCl) apresentaram uma superficie
aparentemente rugosa, com menor ndmero de poros distribuidos pela
superficie comparados ao sistema MCP;.

De acordo com o demonstrado na tabela 4, as MCP: apresentaram
didametro médio de 95 um e faixa granulométrica variando de 31 a 157
pum. O agente osmdtico também contribuiu para obtencdo de
microparticulas menores e com menor distribuicédo de tamanhos, visto que
as MCP:-NaCl apresentaram didmetro médio de 62 pm com faixa
granulométrica de 30 a 103 um. A polidispersao de tamanhos, verificada
pelo valor de Span, foi menor para as MCP1-NaCl em relagdo as MCP;.
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Figura 21: Micrografias obtidas em MEV para as formula¢cdes MCP; (A) e MCP;-
NaCl (B).

X30  500pm LCME-UFSC X40.  500pm LCME-UFSC

Y

X250  100um LCME-UFSC X330  50pm LCME-UFSC

X700 “20um LCME-UFSC 8kv X1,400 10pm LCME-UFSC

Autores relatam que a eficéncia de encapsulacdo e o tamanho de
particula ndo sdo completamente controlados na metodologia da dupla
emulsdo (a/o/a), porém fatores como a velocidade de agitacéo,
viscosidade da fase oleosa, concentracdo do polimero, e em especial,
influéncia da pressdo osmotica, estédo relacionadas as essas propriedades
(ITO; FUJIMORI; MAKINO, 2007). O controle da pressao osmotica pela
adicdo de sal na fase aquosa do sistema contribui para obtencdo da
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particulas mais uniformes e com menor distribuicdo de tamanhos
(GASPARINI et al., 2008; GASPARINI; HOLDICH; KOSVINTEV,
2010).

3.4.2.3.2 Estudo de liberacéo dos sistemas microparticulados

Os perfis de liberacdo dos sistemas microparticulados foram
avaliados em pH 1,2 simulando o tempo de residéncia no estdémago, e no
pH 7,4 considerando o tempo de transito das formulagGes no intestino. Os
resultados referentes ao teor de flavonoides totais liberado no estudo em
pH 1,2 estdo sumarizados na tabela 4, e o perfil de liberagdo em meio pH
7,4 sdo demonstrados na figura 16.

Tabela 4: Teor de flavonoides totais nos intervalos de liberagdo em meio pH 1,2
para os sistemas MCP; e MCP;-NaCl.

Teor de flavonoides totais liberado (%)
0,5 1h 2h
MCP, 55,42 +1,71 50,64 + 4,19 53,19 + 3,98

Amostras

MCP;-NaCl 12,41 +0,80 15,94 + 0,36 23,76 + 2,78

Figura 22: Perfil de liberagdo dos sistemas MCP; e MCP;-NaCl em meio pH 7,4.
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O estudo de liberagdo demonstrou perfis diferentes para os dois
sistemas microparticulados. O sistema MCP; apresentou uma liberacao
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
liberagdo. Esses resultados corroboram com a estrutura porosa revelada
nas micrografias (Figura 15A), estando o mecanismo de liberacdo
possivelmente relacionado a entrada do meio aquoso para o interior do
sistema, através dos poros, levando a difusdo dos flavonoides para o
exterior da particula (McCLEMENTS, 2015).

O sistema preparado com a utilizacdo do gradiente osmotico MCP1-
NaCl apresentou modulagdo da liberagdo nos dois meios de liberagdo
avaliados quando comparado ao sistema MCP; (Tabela 4 e Figura 16).
No meio com pH 1,2 foi verificada uma liberacéo inicial de 12% em 30
minutos, sendo observado, ao final do periodo de duas horas, um teor de
flavonoides totais de aproximadamente 24%. J& no pH 7,4 foi observado
uma liberacédo lenta e continua durante todo o estudo. O sistema MCP;-
NaCl atingiu cerca de 30% de liberagdo em 2 horas, e aumentou para 50%
em 8 horas de experimento. Ao final do experimento foi observada a
liberacdo de cerca de 70% do teor de flavonoides associado. Para a fragdo
livre, em ambos os meios foi observada uma liberagdo de 100% nos
primeiros tempos avaliados, demonstrando que as condi¢des de estudo
ndo foram limitantes da liberagao.

As micrografias revelaram a presenca de poros na superficie dos dois
sistemas (Figura 15), e essa porosidade parece exercer influéncia no perfil
de liberacdo. No sistema preparado sem a influéncia da pressdo osmética
(auséncia de NaCl), foi observado maior nimero de poros na superficie
das particulas, e também menor controle da liberacdo. J& as
microestruturas do sistema MCP;-NaCl apresentaram maior controle de
liberacdo em relacdo ao MCPy, efeito possivelmente relacionado a
aparente a menor porosidade desse sistema.

A liberacdo de compostos hidrofilicos em sistemas porosos depende
da sua capacidade de difusdo através da rede polimérica, e do tamanho
molecular em relacdo ao didametro do poro (McCLEMENTS, 2015). Além
disso, a porosidade dos sistemas exerce influéncia na modulagdo da
liberacdo do ativo, sendo observado que a maior presenca de poros pode
aumentar consideravelmente a taxa de liberagdo (YANG, CHUNG; PING
NG, 2001; FREIBERG; ZHU, 2004; GASPARINI; HOLDICH;
KOSVINTEV, 2010).

Em um trabalho de revisdo recentemente publicado (LU; KELLY;
MIAOQ, 2016), os autores relatam que existem poucos estudos na literatura
sobre a liberagdo, transporte e absorcdo in vivo de sistemas
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microemulsionados incorporados de polifendis. Os autores comentam que
os polifendis encapsulados por dupla-emulséo apresentam liberacdo mais
prolongada e controlada em relagdo ao sistema de emulséo simples (a/o).
Porém, esses compostos encapsulados na fase aquosa interna em dupla-
emulsdo (a/o/a), podem gradualmente difundir para a fase oleosa ou até
mesmo para a fase aquosa externa, devido as suas propriedades
anfifilicas, e esses fatores podem alterar o perfil de liberagéo.

A fim de verificar possives alteracBes na estrutura das particulas,
foram realizadas micrografias dos sistemas apds o estudo de liberacdo
(Figura 17). Para o sistema MCP; ndo foram observadas alteragdes
morfoldgicas evidentes nas microestruturas apds contato com o meio de
dissolucdo. Ja para o sistema MCP;-NaCl, foram visualizadas particulas
mais aglomeradas com um inicio de erosdo da matriz polimérica.
Eudragit® RS 100 é um copolimero com grupos aménio quaternarios
presentes na forma de sais. Estes grupos conferem certo grau de
permeabilidade ao polimero, além de atuar como agentes canalizadores,
facilitando a entrada do meio através dos poros formados na parede da
particula promovendo um inchaco da matriz polimérica (JELVEHGARI
et al., 2012). No caso das microparticulas preparadas com NaCl, a
presenca do sal pode ter deixado a matriz polimérica mais permeavel
(PATRA et al., 2017), facilitando a entrada de &gua e consequente
flexibilizac&o da cadeia polimérica iniciando assim a eroséo da particula
durante o teste de dissolucéo.
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Figura 23: Micrografias obtidas em MEV para as formulagdes MCP; (A) e MCP;-
NaCl (B) apo6s o estudo de liberagdo em pH 7,4.

LCME-UFSC X50  500pm LCME-UFSC

X180  100pm LCME-UFSC 8kv X300 50pm LCME-UFSC

X800  20pm LCME-UFSC 8kV X650  20pm LCME-UFSC
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3.5 CONSIDERAGOES FINAIS

Como objetivo desse capitulo, foram preparados e caracterizados
dois sistemas microestruturados (MCP; e MCP1-NaCl) contendo FEF-Cp,
visando obter um prolongamento da liberacdo dos flavonoides de
Cecropia pachystachya. Considerando o perfil hidrofilico da FEF-Cp foi
utilizada a técnica de dupla emulsdo seguida de extragdo do solvente.
Entre os parametros estudados, foi observado que o tempo de eliminagéo
do solvente - observado pela redugdo do volume de diclorometano da fase
oleosa, e temperatura controlada em 40 °C - exerceram influéncia para
obtencdo de microesferas com maior eficiéncia de encapsulagéo e teor de
flavonoides associado.

Ainda, como parte dos objetivos, foi observado que o sistema MCP;-
NaCl apresentou maior controle de liberacdo dos flavonoides associados,
devido a adigdo de cloreto de sddio para controle da pressdo osmética do
sistema, levando aparentemente a reducdo na porosidade, maior eficiéncia
de encapsulagéo e controle de liberagdo, em relagéo ao sistema MCP;.

Nesse contexto, os resultados para a formulacdo MCP1-NaCl foram
considerados satisfatorios, tendo em vista que foi obtida uma eficiéncia
de encapsulacdo de cerca de 70% e um teor de 1,22 mg de flavonoides
por 100 mg de microparticulas, em um sistema que apresentou uma
liberacdo lenta e continua in vitro durante 24 horas, com liberagdo acima
de 70% em 8 horas. Por fim, considerando que o presente trabalho tem
como objetivo a modulacdo da liberacdo dos flavonoides da FEF-Cp em
um sistema microestruturado para avaliacdo via oral em modelo animal
de depresséo, é esperada uma possivel reducdo na dose ativa devido a
modulag&o da liberacdo dos flavonoides durante o tempo de residéncia da
formulag&o no trato gastrointestinal.
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4. CONSIDERAGOES FINAIS

Ao longo dos anos, os medicamentos fitoterapicos de origem
etnofarmacoldgica forneceram novas entidades quimicas com suposto
perfil antidepressivo (EL-ALFY et al., 2012). Em uma avaliag&o recente
da literatura foram observados inimeros trabalhos de revisdo e meta-
analise que evidenciam o potencial de derivados vegetais no tratamento
de transtornos de humor (FARAHANI et al., 2015). Entretanto, apesar
dos produtos naturais representarem caminhos viaveis para 0
desenvolvimento de novos tratamentos antidepressivos, ainda podem ser
considerados escassos estudos sobre o mecanismo de acdo desses
compostos no SNC (EL-ALFY etal., 2012).

Cecropia pachystachya Trécul (Urticaceae) é amplamente
distribuida na regido sul do Brasil (LORENZI & MATQS, 2002) tendo
seu potencial farmacolégico descrito por diversos autores (CONSOLINI
et al., 2006; SCHINELLA et al., 2008; ARAGAO 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 relacdo a composicdo quimica, o0 extrato
aquoso das folhas de C. pachystachya apresenta uma matriz rica em
compostos fenolicos, especialmente de flavonoides C-heterosideos como
isoorientina, orientina e isovitexina (COSTA et al., 2011).

Considerando a composicdo quimica de C. pachystachya, e as
evidéncias cientificas para os flavonoides, que se se destacam entre 0s
metabolitos secundarios com potencial para tratamento de patologias do
SNC (MESSAOUDI et al., 2008; JAGER; 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 neurofarmacol6gico do EA-
Cp estaria possivelmente relacionado a sua composicdo rica em
flavonoides, e nos levaram aos objetivos contemplados nessa tese. Dessa
forma, o presente trabalho buscou aprofundar a investigagdo do potencial
dos flavonoides C-heterosideos de C. pachystachya no SNC,
especialmente do efeito tipo-antidepressivo (GAZAL, et al., 2014).

Com intuito de aperfeicoar a atividade j& evidenciada, e de
proporcionar uma possivel reducdo na dose terapéutica, uma fracdo
enriquecida em flavonoides C-heterosideos de C. pachystachya (FEF-Cp)
foi desenvolvida. A padronizacdo e otimizacdo da FEF-Cp realizada a
partir de trabalhos anteriores (COSTA et al., 2011; SANTOS et al., 2016)
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sendo possivel obter uma fracdo enriquecida em cerca de trés vezes o teor
de flavonoides totais expressos em isoorientina (118.53 + 2.50 pg.gt) em
relacdo ao extrato de origem (44.82 + 0.45 pg.g™?).

O perfil de flavonoides da FEF-Cp foi observado primeiramente por
CLAE/DAD, sendo sugerida a presenca de flavonoides de nucleo flavona,
possivelmente derivados das agliconas apigenina e luteolina, devido as
bandas caracteristicas observadas no espectro de ultravioleta. A
investigacdo mais aprofundada do perfil de flavonoides da FEF-Cp foi
realizada com a utilizacdo da ferramenta de espectrometria de massas
(CLUE/EM/EM) que permitiu a deteccdo de compostos ainda néo
descritos para essa fragdo, assim como para C. pachystachya. Foi
observado um perfil extremamente rico em flavonoides glicosidicos,
sendo detectados 15 flavonoides, dos quais diversos isbmeros.

Ainda sobre as caracteristicas quimicas dos flavonoides da FEF-Cp,
esses apresentaram perfil de estabilidade em diferentes condicGes de
temperatura avaliadas. Nos estudos de estabilidade em temperatura de
refrigeracdo (4 °C + 2 °C; 30 dias), e acelerado (40 °C £2°C e 75% £ 5%
UR), ndo foram detectadas altera¢des no teor de flavonoides totais durante
todos os experimentos. Porém, em condicGes de estresse (80 °C £ 2 °C;
30 dias) o teor de flavonoides totais permaneceu estavel durante apenas 5
dias, sendo visualizado ao final do experimento um teor de flavonoides
totais cerca de 12% menor.

A avaliacdo do efeito tipo-antidepressivo da FEF-Cp foi realizada
em dois modelos animais. No tratamento agudo, a FEF-Cp apresentou
reducdo no tempo de imobilidade dos animais no teste do nado forgado
nas doses de 50 e 100 mg.kg?, permitindo uma reducdo na dose ativa na
ordem de quatro vezes em relacdo aos resultados do EA-Cp (200 mg.g-1)
(GAZALet al., 2014). Nesse estudo, foi observado que o mecanismo de
acdo da FEF-Cp estaria possivelmente relacionado ao seu potencial
antioxidante, sendo observado efeito preventivo do dano oxidativo nos
niveis de radicais carbonila, TBARS, atividade da mieloperoxidase, e
concentracdo de nitrito/nitrato em algumas regiGes cerebrais, como
hipocampo, nlcleo accumbens e amigdala.

A partir dos resultados anteriores, a FEF-Cp foi avaliada em modelo
de estresse cronico moderado (ECM). O tratamento com a FEF-Cp foi
capaz de reverter o efeito do ECM, indicando efeito tipo-antidepressivo.
De forma mais especifica, a FEF-Cp foi capaz de reverter o aumento de
substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico (TBARS) na amigdala,
hipocampo e nlcleo accumbens. Além disso, 0 aumento da atividade da
enzima mieloperoxidase, envolvida em processos de estresse oxidativo e
doencas neurodegenerativas, também foi prevenido por FEF-Cp na
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amigdala e hipocampo, assim como foi prevenido o aumento da
concentracdo de nitrito/nitrato no hipocampo. A administragdo da FEF-
Cp também causou diminuicdo das enzimas pré-oxidantes superoxido
dismutase e catalase no nucleo accumbens. Esses resultados corroboram
para demonstrar um perfil neuroprotetor da FEF-Cp contra o dano
oxidativo, 0s quais estdo associados ao estresse e a depressdo (NG et al.,
2008).

Nos ultimos anos, grandes avancos no desenvolvimento de sistemas
terapéuticos de liberacdo modificada com base em matrizes fitoterapicas
tém sido relatados na literatura (AJAZUDDIN, 2010; CHATUVERDI et
al., 2011; ANSARI; ISLAM; SAMEEM, 2012). A encapsulacéo tém se
mostrado um recurso eficiente para aumentar a biodisponibilidade de
substancias bioativas, permitindo contornar possiveis limitacfes
tecnoldgicas de extratos vegetais secos, por exemplo (ONWULATA,
2012). Neste contexto, o emprego de formulacBes de liberacdo
modificada, em especial de microparticulas, pode aperfeicoar a
efetividade terapéutica de extratos vegetais e de seus derivados ativos
(CHATUVERDI et al., 2011). Do ponto de vista tecnolégico, a fracdo
enriquecida desenvolvida (FEF-Cp) ja apresenta vantagens em relacdo ao
extrato de origem (EA-Cp), pois os altos teores obtidos para o0s
constituintes majoritarios permitiram uma reducdo da dose ativa.

Dentro desse contexto, como etapa final do presente trabalho, foram
desenvolvidas microparticulas contendo a FEF-Cp visando uma liberacéo
modificada dos flavonoides. Baseado em um sistema previmente descrito
para outra espécie de Cecropia (SANTOS, 2012), foram realizados
estudos de formulacdo, onde foram investigados diversos parametros na
preparacdo de microestruturas de Eudragit RS100 pela técnica de dupla
emulsdo seguida de evaporagdo do solvente.

Como resultados do estudo de formulagdo, foi observado que os
pardmetros que favoreceram a eliminacdo do solvente orgéanico, e por
consequéncia facilitaram a solidificacdo das microparticulas, levaram a
obtencdo de maior eficiéncia de encapsulacdo e teor de flavonoides
associado. Entre os fatores podem ser citados a diminuicdo do volume do
solvente orgénico, o0 aumento do volume da fase aquosa de extracdo, e a
utilizacdo de temperatura controlada em 40 °C. Ainda, a influéncia da
pressdo osmética, por meio da adicdo de cloreto de sodio na fase aquosa
de extracéo foi avaliada na formag&o das microparticulas.

Nesse contexto, duas formulagdes foram desenvolvidas e
caracterizadas, codificadas como MCP; e MCP:-NaCl. O sistema
preparado sob influéncia da pressdo osmética (MCP1-NaCl) apresentou
maior efiéncia de encapsulagdo (69,03 + 1,14 %) e teor de flavonoides
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associado (1,22 + 0,06 mg/100 g de microparticulas), além de perfil de
liberacdo lento e continuo. Esses resultados foram considerados
satisfatdrios, tendo em vista a perspectiva de avaliagdo em modelo in vivo
de depresséo.
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CONCLUSOES GERAIS

A obtencédo de uma fragao enriquecida em flavonoides C-heterosideos
(FEF-Cp) a partir do extrato hidroetandlico (EB-Cp) de Cecropia
pachystachya Trécul foi desenvolvida e padronizada. A FEF-Cp
apresentou teor de flavonoides totais de 118,53 + 2,50 ug.g™* expressos
em isoorientina, teor cerca de trés vezes superior ao obtido para o EB-
Cp (43,46 £ 0,88 pg.gl).

O perfil de flavonoides da FEF-Cp foi caracterizado por
CLUE/EM/EM sendo possivel detectar a presenca de 15 flavonoides
diferentes, incluindo diversos isdmeros. FEF-Cp apresenta uma matriz
rica em flavonoides glicosidicos de nucleo flavona, especialmente
apigenina e luteolina. A presenca de flavonoides da classe O-glicosil-
C-glicosilflavonoides foi sugerida, sendo também detectada a
presenca de vitexina até o momento ndo descrita para C.
pachystachya.

Os estudos de estabilidade demonstraram que os flavonoides da FEF-
Cp apresentaram resisténcia a degradacdo em diversas condi¢Ges de
temperatura. O teor de flavonoides totais se manteve sem alteragdes
significativas nos experimentos de estabilidade sob refrigeracédo (4 °C
+2°C; 30 dias), e acelerado (40 °C + 2 °C e 75% + 5% UR), entretanto
em condicOes de estresse (80 °C + 2 °C; 30 dias) o teor de flavonoides
totais permaneceu estavel durante apenas cinco dias.

FEF-Cp apresentou efeito tipo-antidepressivo apds administracdo
aguda in vivo nas doses de 50 e 100 mg.kg™, atuando principalmente
na atividade da enzima mieloperoxidase, concentragdo de
nitrito/nitrato, e no metabolismo energético cerebral.

No modelo do estresse cronico moderado (ECM) in vivo, a FEF-Cp na
dose de 50 mg.kg?! foi capaz de reverter o comportamento tipo-
depressivo induzido pelo protocolo. Foi observado efeito preventivo
do estresse oxidativo em diversas regifes cerebrais envolvidas na
patogénse da depressdo, permitindo inferir que a fragdo atua no
equilibrio oxidativo e exerce importante papel no mecanismo
fisiolégico da atividade tipo-antidepressiva da FEF-Cp.
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« Microparticulas de Eudragit RS100 contendo os flavonoides da FEF-
Cp foram preparadas pelo método de dupla emulséo (a/o/a) seguida de
evaporacdo do solvente. Os estudos de formulacdo demonstraram que
0s parametros estudados no sentido de favorecer a eliminacdo do
solvente organico contribuiram para obtencdo de maior eficiéncia de
encapsulacéo e teor de flavonoides associado.

« Foram preparados e caracterizados dois sistemas microestruturados,
MCP; e MCP;-NaCl, sendo no tltimo estudada a influéncia da pressao
osmotica sobre as caracteristicas fisico-quimicas e perfil de liberacéo.
Os resultados do sistema MCP:-NaCl foram considerados
satisfatdrios, sendo observada maior efiéncia de encapsulacéo (69,03
+ 1,14 %) e teor de flavonoides associado (1,22 + 0,06 mg/100 g de
microparticulas), além de perfil de liberagdo lento e continuo.
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