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RESUMO

A inflamacdo € um mecanismo de defesa natural do organismo a qualquer
agressao eventualmente sofrida, entretanto, mediante a persisténcia da causa
subjacente, o resultado é uma inflamacao crbénica, sendo lesiva ou deletéria
Existem varios anti-inflamatorios no mercado, porém estes apresentam uma
série de efeitos colaterais. Atualmente, o interesse sobre as espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio aumentou, uma vez que estudos revelaram sua
relacdo com as doencas inflamatérias, tornando os farmacos antioxidantes
interessantes para este tipo de tratamento. A quercetina (QU) € um composto
de origem natural, que apresenta diversas atividades bioldgicas, tais como anti-
inflamatoria, antioxidante e antitumoral. No entanto, ndo € utilizado na prética
médica em decorréncia de sua baixa biodisponibilidade, que esta relacionada a
sua baixa solubilidade e ao seu extenso metabolismo intestinal e hepatico.
Neste sentido, a utilizacdo de nanocarreadores para a liberacdo de farmacos,
como as nanoemulsdes (NE), parece ser interessante, uma vez que esses
sistemas tém a capacidade de melhorar a biodisponibilidade de farmacos
guando administrados por via oral. O objetivo deste trabalho € realizar um
estudo de formulacéo para aumentar a quantidade de QU incorporada em uma
NE previamente desenvolvida pelo e avaliar seu potencial anti-inflamatorio,
antioxidante e os parametros toxicolégicos in vivo. A QU-NE foi produzida pela
técnica de difusdo do solvente a quente associada a temperatura de inversao
de fases e caracterizada morfologica e fisico-quimicamente. A avaliacdo da
atividade anti-inflamatoéria e antioxidante foi realizada pelo teste do edema de
pata induzido pela carragenina em ratos e peroxidacdo lipidica,
respectivamente, em ratos. A QU- NE foi administrada por via intragastrica,
uma vez ao dia durante cinco dias antes do teste, pela via intragastrica (20
mg/kg). A toxicidade da NE foi avaliada pelas andalises hematoldgicas,
bioguimicas e de mutagenicidade. Os resultados demonstraram que, com a
variacdo adequada dos componentes da formulagdo, é possivel encapsular
altas quantidades de quercetina (1,5 mg/ml), mantendo a formulacdo estavel,
com tamanho e PDI de aproximadamente 20 nm e 0,2, respectivamente. No
ensaio de avaliacdo das atividades anti-inflamatéria e antioxidante foi verificado
gue a administracdo de QU-NE na dose testada foi capaz de reduzir o edema e
diminuir a peroxidacédo lipidica quando comparado com o controle e com a
guercetina na forma livre. Além disso, a formulacdo ndo apresentou toxicidade
para os parametros testados. Esses resultados sugerem que a NE contendo
guercetina desenvolvida nesse trabalho pode ser promissora para o tratamento
de doencas de origem inflamatoria.

Palavras chave: quercetina; nanoemulsao; inflamacéo; atividade antioxidante;
toxicidade.



ABSTRACT

Inflammation is a body natural defense mechanism to any suffered aggression.
However, the persistence of the underlying cause may lead to a chronic
inflammation that could be damaging. To treat this pathology, a number of anti-
inflammatory drugs are commercially available, but they do have a number of
side effects. There is a growing interest in the understanding of reactive species
of oxygen and nitrogen as the target for antioxidant drugs since studies showed
their relationship with inflammatory diseases. The flavonoid quercetin (QU) is a
naturally occurring compound that has several biological activities such as anti-
inflammatory, antioxidant and antitumor. However, the oral bioavailability of this
compound is very low due to high pre-systemic metabolism in the colon and
liver and its low water solubility. In this context, the development of quercetin-
loaded nanocarriers can be considered an interesting approach to improve the
QU oral bioavailability and to take advantage of its therapeutic properties in the
clinical setting. In this work, a formulation study was carried out to increase the
amount of QU on a previously developed nanoemulsion (NE) and to evaluate its
potential anti-inflammatory, antioxidant and toxicological parameters. NE was
produced by the hot solvent diffusion technique associated with phase inversion
temperature. The morphological and physic-chemistry characteristics of the
nanocarriers were correlated with the NE ability to incorporate and release QU.
The anti-inflammatory and antioxidant activities were tested through the paw
edema induced by carrageenan and lipid peroxidation, respectively. The toxicity
was assessed by hematological, biochemical and mutagenic evaluations. The
results show that the quantity variation of the compounds allow higher amounts
of quercetin (1.5 mg/ml) to be encapsuladed keeping the NE stability and its
medium size to about 20 nm. The formulations exhibit negative zeta potential
values near zero because of the steric stabilization created by the surfactant
used. The release profiles exhibit biphasic kinetics with a fast release in the first
8 hours then followed by a sustained release for 24 hours. The results of anti-
inflammatory and antioxidant assays show that the oral treatment with QU-NE
decreased the paw edema and the lipid peroxidation when compared to the
control group and free drug. Also, no toxicity was observed for the parameters
tested. These results suggest that the nanoemulsion containing quercetin
developed in this study is a promising treatment for certain inflammatory
diseases

Keywords : quercetin; nanoemulsion; inflammation, antioxidant activity ,toxicity.
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1. INTRODUCAO

A inflamacéo pode ser definida como uma reac&do microvascular induzida
por um agente agressor aos tecidos e, consequentemente, movimentagao de
elementos intravasculares, como fluidos, células e moléculas para o espaco
extravascular. E um mecanismo de defesa natural do organismo a qualquer
agressao eventualmente sofrida, entretanto, mediante a persisténcia da causa
subjacente, o resultado é uma inflamacg&o cronica, sendo lesiva ou deletéria.
Um numero significativo de doencas que requerem tratamento farmacoldgico
envolve a inflamacédo, dentre elas podemos destacar a asma, a doenca
inflamatoria intestinal, a artrite reumatodide, a glomerulonefrite, o cancer, entre
outras (CRIELAARD et al., 2012; COLLNOT et al., 2012; SUBRAMANIAN et
al., 2008).

Entre os medicamentos mais utilizados para o tratamento desta
patologia destacam-se os anti-inflamatérios esteroidais (glicocorticoides) e os
nao esteroidais (AINES). Os glicocorticéides inibem diversas etapas na
geracdo dos eicosandides, incluindo a etapa da sintese da fosfolipase A2.
Entretanto, o uso cronico destes esta associado a humerosos efeitos adversos
graves, incluindo osteoporose, consuncdo muscular e anormalidade do
metabolismo dos carboidratos. Ja os AINES inibem a enzima cicloxigenase,
blogueando a primeira etapa da sintese de prostandides. No entanto, 0 uso
crbnico destes medicamentos também pode acarretar efeitos adversos graves
como esofagite, gastrite ou duodenite, Ulcera gastrica ou duodenal. Assim,
observa-se que grande parte dos anti-inflamatoérios atualmente utilizados na
clinica possuem efeitos indesejaveis significativos. Desta forma, a pesquisa de
novas moléculas, assim como de carreadores de farmacos, pode contribuir
para o avanco do desenvolvimento de novos medicamentos anti-inflamatoérios
mais seguros e eficazes (LONGUI, 2007; HILARIO; TERRERI, 2006).

A partir da década de 80 cresceu o interesse sobre as espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio, uma vez que estudos revelaram sua relacdo com as
doencas inflamatorias (SIES, 1997; WISEMAN et al., 1995). A inflamacéo é
associada aos danos causados pelas espécies reativas que causam alteracdes

nos niveis de radicais livres, provocando dano epitelial, ativacdo de proteases e
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dano de outros tipos celulares causando leséo tissular. Desta forma, o uso de
farmacos anti-oxidantes pode ser interessante para o tratamento da
inflamagé&o, especialmente se estes compostos forem capazes de diminuir e/ou
nao apresentarem efeitos adversos significativos como o0s medicamentos
disponiveis atualmente.

Nos ultimos anos, houve um grande avanco cientifico envolvendo os
estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais, 0s quais visam obter
novos compostos com propriedades terapéuticas (CALIXTO et al., 2004). Entre
eles, os flavonoides tém sido reconhecidos pelas suas propriedades
medicinais, tais como antioxidante, anti-inflamatéria, antimicrobiana e
antitumoral (AMIC et al., 2014; HAVSTEEN, 2002).

A quercetina (QU) é um dos flavonoides mais comuns presentes na
natureza e tem atraido a atencdo de muitos pesquisadores, devido a suas
propriedades farmacolégicas (RAVICHANDRAN et al., 2014; CORNARD &
MERLIN, 2002). No entanto, este composto apresenta uma biodisponibilidade
muito baixa (inferior a 17% em ratos e até 1% em humanos) por apresentar
baixa solubilidade em agua e sofrer um extenso metabolismo no intestino e no
figado, fazendo com que a sua forma inalterada néo seja detectada no sangue
apos administracdo por via oral (MOON et al., 2008; WALLE et al., 2005;
SOOBRATTEE et al.,, 2005; COMALADA et al., 2005). Assim, os efeitos
biologicos da QU determinados in vitro ndo séo reproduziveis nas condic¢des in
vivo, o que dificultada a sua aplicagdo como um agente terapéutico (LIU et al.,
2014; CHAN et al., 2003; KHALED et al., 2003; HOLLMAN et al.,, 1996;
GUGLER et al., 1975).

Neste sentido, a utilizagdo de nanocarreadores para a liberacdo de
farmacos parece ser interessante, uma vez que somente o desenvolvimento de
novos farmacos ndo tem sido suficiente para sustentar as necessidades
terapéuticas. Fatores como a baixa solubilidade, alta toxicidade, concentracdo
plasmatica insuficiente, elevado grau de metabolismo, distribuicdo inadequada
em tecidos ndo alvos, assim como esquemas terapéuticos de longa duragéo,
comprometem a eficacia do tratamento. Desta forma, a escolha da forma
farmacéutica mais adequada a um farmaco envolve o desenvolvimento de um

tipo de sistema que possibilite 0 maior potencial terapéutico deste. Além disso,
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a via de administracdo a qual o sistema sera destinado também € um fator
importante a ser considerado (MEHNERT & MADER, 2001).

Recentemente, vérios tipos de nanocarreadores lipidicos contendo
quercetina foram desenvolvidos, sendo um sistema nanoemulsionado, o0
carreador mais promissor (DORA et al.,, 2011). Estes sistemas tém a
capacidade de melhorar a biodisponibilidade de farmacos quando
administrados por via oral, pois permitem aumentar a solubilidade de farmacos
hidrofébicos em espécies coloidais produzidas apés digestédo dos lipidios, além
de interferir nos processos de absorcdo e metabolismo no interior dos
enterécitos. Além disso, possuem a vantagem de apresentar os farmacos em
um estado altamente disperso, com elevada superficie de contato para
absorcdo. A elevada area interfacial acelera a acdo das lipases e,
consequentemente, a liberacdo do farmaco e/ou geracdo de micelas e
vesiculas (CHAKRABORTY et al., 2009).

Ensaios avaliando a atividade farmacolégica da QU nanoemulsionada
(QU-NE), foram realizados em modelo de asma alérgica murina. Neste estudo
foi demonstrado que a QU-NE, administrada por via oral, na dose de 10 mg/kg,
reduziu o recrutamento de eosindfilos e as concentracfes de IL-4 e IL-5 no
lavado broncoalveolar. Além disso, reduziu a expressdo da P-selectina nos
pulmbes e a secrecdo de muco, provavelmente ao modular o fator de
transcricdo NF-xB. Ao mesmo tempo, estes efeitos ndo foram observados apés
a administracdo de uma suspensdo de QU em camundongos, na mesma dose,
indicando o aumento da absorcdo da quercetina no nanocarreador . O aumento
da biodisponibilidade deste composto polifendlico foi comprovado apos
identificagdo por HPLC-MS dos metabdlitos da QU no plasma de ratos
tratados, sendo os mesmos detectados somente apds a administracdo da QU-
NE (ROGERIO et al., 2010).

Devido ao potencial observado nos estudos anteriores, é importante dar
continuidade ao desenvolvimento deste nanocarreador, assim como avaliar sua
atividade farmacolégica em outros modelos. Desta forma, o objetivo deste
trabalho €é otimizar o sistema nanoemulsionado contendo quercetina
desenvolvido anteriormente, na tentativa de aumentar a quantidade de farmaco

encapsulado e avaliar as atividades anti-inflamatéria e antioxidante, assim
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como o0s parametros toxicologicos, em modelo de edema de pata induzido pela

carragenina em ratos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Estresse oxidativo e defesas antioxidantes

O estresse oxidativo foi definido por Helmut Sies, em 1985, como um
desequilibrio de pré-oxidantes e antioxidantes. No entanto, existem atualmente
evidéncias consideraveis mostrando que este conceito € limitado a afirmar que
sistemas biologicos respondem da mesma forma para uma diminuicao de pro-
oxidantes e um aumento de antioxidantes. Se o mecanismo do estresse
oxidativo fosse somente Ilimitado ao dano dos radicais livres as
macromoléculas, este conceito poderia ser adequado, porém sabe-se que as
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio possuem um papel vital na
sinalizacdo redox, sendo responsaveis pela modulacdo de vias de transduc¢do
de sinais, do balanco redox e de seus controles. Assim, tém sido sugerido que
estresse oxidativo seja definido como uma desregulacdo da sinalizacdo e do
controle redox, criando a possibilidade de haver estresse oxidativo mesmo
quando ha apenas a alteracdo do circuito redox, sem a ocorréncia de
desbalanco redox global (JONES, 2006). Primeiramente, serdo abordadas as
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, o estresse oxidativo e as defesas
antioxidantes para que, em seguida, possa ser tracado um paralelo entre as

atividades anti-inflamatéria e antioxidante.

2.1.1 Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio

O oxigénio compde 21% dos gases atmosféricos e imprescindivel para a
respiracdo dos seres aerobicos, através da obtencdo de energia na cadeia
mitocondrial de transporte de elétrons, que gera 80% da adenosina trifosfato
(ATP) para as células. Além disto, 65% do corpo do homem adulto € composto
por oxigénio, a maior parte dentro da molécula de agua (SEN & PACKER,
2000). No entanto, o oxigénio molecular pode atingir condic&o toxica atraves de
suas espécies intermediarias, chamadas de espécies reativas de oxigénio
(ERO), pois estas reagem com biomoléculas em diversos processos
patolégicos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989). Assim, teoricamente todo o

componente celular esta sujeito a sofrer danos oxidativos, pois pode reagir
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tanto com o oxigénio quanto com 0 nitrogénio. Espécie reativa € um termo
coletivo, que inclui as espécies reativas de oxigénio (ERO), bem como as
espécies reativas de nitrogénio (ERN), como pode ser observado na tabela 1.
“‘Reativo” nao € sempre um termo apropriado, uma vez que existem ERO e
ERN pouco reativas ndo radicalares (pois ndo possuem um elétron
desemparelhado no seu ultimo orbital) e atuam quimicamente como um redutor
suave (HALLIWELL, 2001).

O metabolismo energético celular, particularmente devido a atividade
metabdlica mitocondrial, faz o0 aproveitamento da energia contida nos alimentos
através de uma sequéncia de rea¢fes quimicas, finalizando com a producéo de
moléculas de ATP. Este processo se desenvolve em duas etapas: 1) Glicolise —
a molécula de glicose origina duas moléculas de acido piravico; 2) Ciclo de
Krebs — o &cido pirdvico entra na mitocondria, transformando-se em
acetilcoenzima A, o qual por sua vez, apés uma série de reacbes envolvendo
hidrogénio e oxigénio, liberam CO, e H;O; e energia para a sintese de ATP.
Desta forma, o oxigénio, por possuir no estado fundamental dois elétrons
desemparelhados nos orbitais mais externos, age como oxidante (combustao
por oxigénio), recebendo elétrons da nicotinamida adenina dinucletideo fosfato
reduzida (NADPH) e da flavina adenina nicotinamida reduzida (FADH) que
atuam como redutores (ROVER et al., 2000).

Este processo de transporte de elétrons na mitocondria, que finaliza com
a reducdo do O, e formacédo de H,O (Figura 1), pode se constituir na maior
fonte endégena de ERO (MURRAY, 1990). A reducéo do O, a H,O utiliza duas
rotas: 1) Citocromo C-Oxidase - formacdo de H,O apls receber
simultaneamente 4 elétrons (reducédo tetravalente). Acredita-se que em torno
de 95% do oxigénio metabolizado na mitocondria utiliza esta via; 2) Oxigenase
— formacdo de espécies intermediarias reativas de oxigénio, como 0 anion
superoxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila (reducdo sequencial
univalente). Em torno de 2 - 5% do oxigénio metabolizado na mitocondria pode

usar essa rota.
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Redugo tetravalente r’ 4e

0, » H,O0

Compostos intermediarios

(02-, H202v OH-)

Figura 1. Reducao tetravalente da molécula de O,. Formacdo de compostos intermediarios,
espécies reativas ao oxigénio (ERO), como O,  (anion superéxido), H,O, (peréxido de
hidrogénio), OH™ (radical hidroxila) (Adaptado de Franco, 2007).

Entre as espécies reativas ou formas intermediarias existem o0s
elementos mais instaveis e reativos conhecidos como radicais livres (RL). De
maneira simples, o termo radical livre refere-se ao atomo ou molécula
altamente reativo, que contém numero impar de elétrons em sua Ultima
camada eletrdonica ou orbital atbmico mais externo, formados em um cenario de
reacoes de oxido-reducdo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). A rotacdo de um
elétron impar (livre) determina a atracdo para um campo magnético,
peculiaridade que confere a espécie alta instabilidade quimica e tendéncia a
reatividade inespecifica.

A geracéo de radicais livres constitui um processo continuo e fisiolégico,
cumprindo funcdes bioldgicas relevantes. Durante os processos metabdlicos,
esses radicais atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons nas
varias reacfGes bioquimicas. Sua producdo, em propor¢cdes adequadas,
possibilita a geracdo de ATP (energia), por meio da cadeia transportadora de
elétrons; fertilizacdo do 6vulo; ativacdo de genes; e participacdo de
mecanismos de defesa durante o processo de infeccdo. Porém, a producao
excessiva pode conduzir a danos oxidativos. Os mecanismos de geracdo de
RLs ocorrem, normalmente, nas mitocondrias, membranas celulares e no
citoplasma. Tais mecanismos podem, especialmente, ser favorecidos pelos
ions ferro e cobre (BARBOSA et. al., 2010).

22



Tabela 1. Principais espécies reativas de O, e N, nas formas de radicais e ndo radicais
(Adaptada de HALLIWELL, 2001).

Espécies reativas de oxigénio (ERO)

Radicais N&o radicais
Superoxido (037) Peréxido de hidrogénio (H,0,)
Hidroxil (OH) Acido hipocloroso (HOCI)
Peroxil (RO, Acido hipobromoso (HOBr)
Alcoxil (RO") Ozbnio (O3)
Hidroperoxil (HO,) Oxigénio singlete (*O,)

Espécies reativas de nitrogénio (ERN)

Radicais N&o radicais
Oxido nitrico (NO") Peroxinitrito (ONOOQO)
Di6xido de nitrogénio (NO") Alquil peroxinitrito (ROONO)

As espécies reativas de oxigénio sdo formadas através de reducdo
parcial do oxigénio até agua, através de sucessivas reacoes. A transferéncia de
um elétron para o O, produz o primeiro intermediario reativo, o &anion
superoxido (O,7) (Reacdo 1), que ocorre em quase todas as células aerébicas
e é produzido durante a ativacdo dos neutrdfilos, monécitos, macréfagos e
eosinofilos. Quanto maior o tempo de meia-vida das ERO ou ERN, maior sua
capacidade de difuséo intra e extra celular (PRYOR, 1986), o anion superoéxido
possui tempo de meia-vida média de 1x10° segundos e, apesar de ser
considerado pouco reativo em solu¢cdes aquosas e nao ter habilidade de
penetrar nas membranas lipidicas, limitando sua acdo ao compartimento onde
€ produzido, tem sido observada lesdo biolégica secundéaria causada pelos
sistemas geradores de O,  (seja enzimatico, fagocitico ou quimico)
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

O, +1le —» 02._

Reacdo 1: Formagéo do radical anion superoxido.

O radical hidroperoxil (HO;") representa a forma protonada do radical

superoxido (Reacdo 2). Existem evidéncias que o hidroperoxil € mais reativo
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que o0 superoxido, por sua maior facilidade de iniciar a destruicdo de
membranas biolégicas (FERREIRA; MATSURABA, 1997).
O, +1e + H® — HO,'

Reacéo 2: Formacao do radical hidroperoxil

Outro metabolito do oxigénio é o radical peréxido de hidrogénio (H,O,)
(Reacdo 3) que apesar de ndo ser um RL, por ndo ter um elétron
desemparelhado na sua dltima camada eletrénica, ele possui meia vida longa
(superior a 10 segundos) e é capaz de atravessar as membranas celulares e
reagir com a membrana eritrocitaria e com proteinas ligadas ao Fe**,
apresentando-se potencialmente toxico para as células. Esta capacidade pode

ser aumentada em dez mil vezes pela presenca de ferro (FANG et al., 2002).

02._ +2H " +1e —» H>O»

Reacao 3: Formagéo do perdxido de hidrogénio

Entre as espécies reativas de oxigénio, o radical hidroxil (OH) (Reacéo
4) € a molécula mais reativa e estd presente na maioria dos fendmenos
bioldgicos. Podemos citar como ac¢fes citotoxicas, o dano celular por radiacao
ionizante, a destruicdo de micro-organismos por fagoécitos ativados entre outros
(COHEN, 1978; KLEINVELD et. al.,, 1989). Do ponto de vista benéfico,
fisiologicamente ele é intermediario na biossintese das prostaglandinas e de
leucotrienos, por intermédio da cascata do acido araquidénico, mediadores da
dor. A combinacao extremamente rapida do ‘OH com metais ou outros radicais
no proprio sitio onde foi produzido confirma sua alta reatividade. Assim, se o
radical hidroxil for produzido préximo ao ADN e ele estiver fixado um metal,
poderdo ocorrer modificacdes de bases purinicas e pirimidinicas, levando a
inativacdo ou mutacdo do ADN. Além disso, o hidroxil pode inativar varias
proteinas (enzimas e membrana celular), ao oxidar seus grupos sulfidrila (-SH)
a pontes dissulfeto (-SS) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000).

Ho0, + 1le +2H" — H,0 + ‘OH

Reacé&o 4: Formacéo do radical hidroxil
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O radical hidroxil também pode ser formado quando o H,O, reage com
ions ferro ou cobre (Reacdo de Fenton) (Reacdo 6) (FERREIRA,;
MATSURABA, 1997; BARBOSA et. al., 2010).

Fe2+/Cu+ + H,0O, — *OH + OH ™ + Fe3+/Cu2+
Reacéo 6: Reacdo de Fenton

Os ions de metais de transicdo podem também catalisar a reacdo entre
H,O, e superdxido, conduzindo a producdo de radical hidroxil (Reacdo de
Haber-Weiss) (Reagéo 7).

H,0;, + Oz — Fe/Cu— *OH+ OH + O,
Reacdo 7: Reacdo de Haber-Weiss

O radical ‘OH, por meio da retirada de um atomo de hidrogénio dos
acidos graxos poli-insaturados da membrana celular, desempenha importante
papel na lipoperoxidacdo (LPO). A LPO pode ser definida como a acédo
oxidativa de lipidios poli-insaturados, ocasionando alteracées na estrutura e
permeabilidade das membranas celulares, sendo o radical hidroxil o principal
iniciador de tal processo. Porém o oxigénio singlete (*O,), que é o estado
eletronicamente excitado do oxigénio, pode também iniciar esse processo. Este
radical livre é produzido por rea¢des fotoquimicas ou por outras radiacdes e
reage com um grande numero de moléculas biolégicas, incluindo lipidios da
membrana (DROGE, 2002).

Nem sempre os processos de LPO séo prejudiciais, pois seus produtos
sdo importantes na reagcdo em cascata a partir do &cido araquidénico
(formacdo de prostaglandinas) e, portanto, na resposta inflamatéria. Todavia, o
excesso de tais produtos pode ser lesivo, uma vez que a perda de seletividade
na troca idnica e liberacdo do conteido de organelas, como as enzimas
hidroliticas dos lisossomas, e formacdo de produtos citotoxicos, como o
malondialdeido (MDA), podem culminar em morte celular. Além disso, o
estresse oxidativo pode também estar associado aos mecanismos de
envelhecimento, cancer, exacerbacdo de toxicidade por xenobidticos, entre
outras patologias (FERREIRA; MATSURABA, 1997).
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O mecanismo de LPO € um processo complexo que envolve a
propagacdo de radicais lipidicos, o aumento de oxigénio, o rearranjo das
ligacBes duplas dos acidos graxos poli-insaturados e a eventual destruicdo das
membranas lipidicas, produzindo uma variedade de produtos de
decomposicdo. Mais detalhadamente, o processo € iniciado quando o radical
‘OH captura um atomo de hidrogénio do carbono metileno na cadeia do acido
graxo. Este acido graxo agora se torna radical alquil (L¢), e este, com a
presenca de O, gera radical peroxil (LOO¢), que por sua vez é muito instavel e
captura um atomo de hidrogénio da molécula de acido graxo adjacente (reacéo
de propagacao na LPO) (PRYOR, 1986). Divide-se a lipoperoxidagdo em trés
etapas: iniciacdo, propagacao e terminacao (Reacéo 5).

LH+HO e ----> L+ + H,O iniciacao

Le + O, - > LOO- propagacao
LH+LOO - >Le+ LOOH propagacao
LOOs+Le - > LOOL terminacao
LOO+ + LOOs - >LOOL + O, terminacéo

Reacdo 5 : Reacao de peroxidacao lipidica.

A participacao do ion ferro também € considerada fator determinante no
processo de LPO, ressaltando-se a importancia da relacdo equimolar entre
Fe®*/Fe?*, para possibilitar a iniciacdo desse processo. Os fons ferro agem
como catalisadores da conversdo de hidroperoxidos lipidicos (LOOH) em
radicais LO" e LO;’, que, por serem potencialmente reativos, iniciam uma nova
cadeia de reacdes, as quais podem ser rapidas ou lentas de acordo com a
valéncia do ferro.

Além disso, € importante salientar que existem radicais que contém
nitrogénio, conhecidos por espécies reativas de nitrogénio (ERNs). Dentre as
ERNs, o radical 6xido nitrico (NO’) é produzido pela oxidacdo de um
grupamento terminal guanido-nitroso do atomo de nitrogénio da L-arginina
(PALMER et. al., 1988; DROGE, 2002). Este processo ¢ catalisado pela
enzima NO sintetase (NOS). Dependendo do microambiente onde este radical

se encontra, ele pode se converter em outras ERNs. O 6xido nitrico (NO') e o
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dioxido de nitrogénio (NO,) possuem numero impar de elétrons e sao
considerados radicais livres. O Oxido nitrico € um gas e um fraco agente
redutor que possui efeitos fisiolégicos importantes, tais como relaxamento da
musculatura lisa e regulacdo da pressédo arterial. Trata-se de uma molécula
microbicida produzida pelos macrofagos ativados, € um fator importante na
agregacdo plaquetaria e no balanco entre crescimento e diferenciacdo das
células vasculares da musculatura lisa, entre outras fungfes (PALMER et. al.,
1987; GRIENDLING; FITZGERALD, 2003).

Quando o O;" reage com o NO’ se forma o peroxinitrito (ONOQ"), que é
um ERN, tipo ndo-radical livre, com poderosa acdo oxidante, que atua
principalmente na oxidacao de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), como o
colesterol. No processo inflamatoério, € capaz de nitrar e oxidar biomoléculas,
compostos fendlicos, implicando um impacto consideravel sobre a estrutura
celular. Devido a producgdo continua de radicais livres durante os processos
metabolicos existe um sistema de defesa antioxidante enddgeno e exégeno,
gue tém o objetivo limitar os niveis intracelulares de tais espécies reativas e
controlar a ocorréncia de danos decorrentes. Este sistema de defesa sera

abordado no préximo item.

2.1.2 Defesas antioxidantes

Os organismos aerobios, dependentes do metabolismo oxidativo, em
sua evolucdo adaptativa a atmosfera rica em oxigénio, desenvolveram um
sistema de defesa antioxidante para detoxificar as formas reativas de oxigénio
e nitrogénio. Em condicBes fisioldgicas normais, os danos produzidos por
radicais livres sdo combatidos por um complexo sistema de defesa
antioxidante. Os antioxidantes sao substancias que, quando presentes em
baixas concentracdes, comparadas aos substratos oxidaveis, previnem
significativamente a oxidacdo (FANG et al., 2002; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999a). O sistema de defesa antioxidante humano inclui antioxidantes
produzidos no proprio organismo e também de fontes externas (nutricionais),
que podem prevenir a formacdo de espécies reativas, remover os radicais
antes que ocorra dano, reparar o dano oxidativo, eliminar moléculas

danificadas e prevenir mutagbes (LAMPE, 1999).
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Os antioxidantes s&o divididos, classicamente em dois grupos:
enziméticos e ndo-enziméticos (Tabela 2) e suas principais funcdes estao

esquematizadas na Figura 2.

Tabela 2: Classificacdo dos antioxidantes (Adaptado de Ratman et al., 2006).

ANTIOXIDANTES

ENZIMATICOS NAO ENZIMATICOS
Superodxido dismutase (SOD) Minerais (Zinco e Selénio)
Catalase (CAT) Vitaminas (A, C, E e K)
Glutationa peroxidase (GPx) Carotenoides
Glutationa redutase (GR) Polifendis  (Flavonoides e  Acidos
Glutationa S-transferase (GST) fendlicos)

Os principais sistemas de defesa antioxidantes enzimaticos celulares
sdo compostos pela superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx), que constituem a primeira defesa enddgena de
neutralizacdo dos radicais livres. Secundariamente, a glutationa redutase (GR)
e a glutationa S-transferase (GST) auxiliam a regeneracdo da glutationa
reduzida (GSH) e na conjugacdo de metabdlitos reativos. Através delas, as
células tentam manter baixas as quantidades de O," e H,O,, evitando assim, a
formacdo de ‘OH, que embora de vida curta, na fracdo de segundos, e em
reduzida concentracdo, €é extremamente reativo e danoso as células
(BOVERIS; CADENAS, 1997).

A superoxido dismutase € uma metaloenzima presente nos organismos
aerobicos e é encontrada no citosol de células eucariontes, na mitocéndria e no
espaco celular dos mamiferos, € considerada uma das mais importantes
defesas antioxidantes na neutralizacdo das ERO. A SOD catalisa a converséo
do O," a H,0, e O, (reacéo de dismutacdo) (PESKIN; WINTERBOURN, 2000).
Ja a catalase se encontra em abundancia em muitos tecidos, sendo escassa
apenas no ceérebro, no coracdo e no musculo esquelético, e possui como sitio
ativo um grupo heme. Ela catalisa a inativagdo do H,0O,, convertendo-o em O,
e H,O (GOODSELL, 2004).

28



Fet2
!ﬂ.
NAD PH oxidase

O2M, 02.4.H0 4»HO+ 0,

ONOQO-

Figura 2: Esquemas das defesas antioxidantes enzimaticas, mostrando a geragdo de
espécies reativas (em cinza) (Adaptado de Griendling & FitzGerald, 2003).

As peroxidases sao enzimas que usam varios doadores de elétrons para
reduzir o H,O, a H,O. A principal peroxidase em vertebrados é a glutationa
peroxidase (GPx). Ela remove H,0, oxidando a GSH a glutationa dissulfidica
(GSSG). A glutationa consiste em um tripeptideo (L y-glutamina, L-cisteina-
glicina), que contém na cadeia cisteina um grupo funcional CH,-SH que serve
como sitio ativo para muitos tidis. Ela detoxifica metabdlitos reativos de
oxigénio oriundos do ambiente e do proprio organismo. Uma caracteristica dos
tiis é atuar como um agente redutor, aceitando elétrons das ERO,
neutralizando-os e transformando-os em espécies menos toxicas (SAGARA et
al., 1998).

Como ilustrado na Figura 2, a mitocondria, a NADPH-oxidase e outros
sistemas convertem O, em O,", o0 qual é dismutado pela superéxido dismutase
(SOD). H,0O, pode ser convertido em H,O pela catalase (CAT) ou glutationa
peroxidase (GPx), ou pode formar radical hidroxil (OH) apés reacdo com o
Fe™>. A GPx reduz todos os hidroperéxidos, além do H,O,, utilizando a
glutationa reduzida (GSH), um doador de hidrogénio. Outra enzima, a
glutationa redutase (GR), mantém o equilibrio entre glutationa reduzida e
glutationa oxidada. O O,", se néao retirado do meio, pode reagir rapidamente
com o 6xido nitrico (NO’) para formar peroxinitrito (OONQO").

JA4 o0s antioxidantes n&o-enzimaticos (ou nutricionais) sdo 0s
antioxidantes presentes na dieta e que assumem uma grande importancia

como possiveis agentes protetores, uma vez que ajudam o corpo humano na
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reducdo dos danos oxidativos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999a). Dentre
eles, o &acido ascorbico (Vitamina C) é considerado o principal antioxidante
hidrossollvel, porém nao € capaz de agir nos compartimentos lipofilicos para
inibir a oxidacdo dos lipidios. Ele reage com o ‘OH, O, e H,0,, neutralizando
ainda o oxigénio singlete. Do ponto de vista biologico, a propriedade mais
interessante do acido ascérbico € a sua habilidade em atuar como agente
redutor, agindo sobre diversos radicais livres, principalmente na agao indireta
como um antioxidante (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999b).

Os carotenoides, em especial o B-caroteno, sdo encontrados em
vegetais e frutas de cor amarelo laranja. Possuem a importante funcao
biologica em humanos de precursor para a vitamina A. O [-caroteno é
reconhecido como um efetivo inativador do oxigénio singlete, por exemplo, para
cada molécula de p-caroteno ingerido, pelo menos 1000 moléculas de oxigénio
singlete sdo inativadas. Estudos epidemiol6gicos em humanos sugerem que
ele & um protetor contra o cancer, exercendo este efeito independentemente
do seu papel de precursor de vitamina A (OLSON, 1999). J4 o a-tocoferol
(Vitamina E), um constituinte lipossollivel da membrana celular, reage com ‘OH
e H,O, protegendo a membrana dessas ERO. Ele possui sua maior agéo
antioxidante ao reduzir a propagacdo das espécies radicais peroxil (LOO).
Outra atividade antioxidante importante do a-tocoferol € sua habilidade para
desativar o oxigénio singlete, embora seja menos eficiente que o B-caroteno
(STAHL; SIES, 1999).

Entre os antioxidantes presentes nos vegetais, 0S mais ativos e
frequentemente encontrados sdo o0s compostos fendlicos, tais como o0s
flavonoides (BIANCHI; ANTUNES, 1999). Os flavonoides pertencem a um
grupo de substancias vegetais e naturais e sdo encontrados em frutas,
verduras, gréos, flores, sucos, chas e vinhos (KNEKT; LOFT, 2003). De modo
geral, os polifendis, em particular os flavonoides, possuem estrutura ideal para
0 sequestro de radicais, sendo antioxidantes mais efetivos que as vitaminas C
e E.

A atividade antioxidante dos flavonoides pode ser determinada por cinco
fatores: (i) reatividade como agente doador de H e elétrons, (ii) estabilidade do

radical flavanoil formado, (i) reatividade frente a outros antioxidantes, (iv)

30



capacidade de quelar metais de transicéo e (v) solubilidade e interacdo com as
membranas (BARREIROS et al., 2006).

Ainda, a capacidade antioxidante de compostos fenodlicos € determinada
por sua estrutura. O potencial de quelacdo dos flavonoides é principalmente
relacionado com a presenca do catecol na porcdo em que esta o anel B,
enquanto que o comportamento redox de ligantes em complexos depende da
presenca do grupo 3-hidroxi nas suas estruturas (RAVICHANDRAN et al.,
2014). Particularmente, a quercetina (QU) é um potente antioxidante
pertencente a classe dos flavonoides, que sequestra radicais de oxigénio como
‘OH e 0,7, inibe a xantina oxidase e a peroxidacédo lipidica, além de possuir
propriedades quelante e estabilizadora do ferro (KAHRAMAN et. al., 2003;
SORATA et. al., 1984). Desta forma, QU pode inibir o processo de formacao de
radicais livres em trés etapas diferentes: na iniciacdo (pela interacdo com ions
superéxido), na formacdo de radicais hidroxil (por quelar ions de ferro) e na
peroxidacao lipidica (por reagir com radicais peroxil de lipideos) (AFANAS EV
et. al., 1989).

OH
OH

(A)

Figura 3: (A) catecol, (B) estrutura quimica da quercetina

2.1.3 Estresse oxidativo

Em organismos aerObios saudaveis, a relacdo entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e os sistemas de defesas
antioxidantes, estdo aproximadamente em equilibrio. No entanto, os disturbios
no estado normal redox de células podem causar efeitos toxicos, através da
producdo de peroxidos e radicais livres que danificam todos os componentes
da célula, incluindo as proteinas, lipidios e DNA (DONG et al., 2014). Esse

desequilibrio € conhecido como estresse oxidativo e conforme descrito
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anteriormente, pode ser definido como uma desregulacéo da sinalizacdo e do
controle redox (JONES, 2006).

Em situacdes de estresse oxidativo, se manifestam os efeitos toxicos
dos RL, produzindo-se primeiro um dano celular reversivel, que pode
desencadear um dano irreversivel e, inclusive, morte celular, se o estresse
oxidativo persistir (FLECHA, 1990). Assim, este estresse esté relacionado com
diversos processos patoldgicos como a carcinogénese, a mutagénese,
lipoperoxidacao, oxidacdo e fragmentacéo de proteinas, envelhecimento, entre
outros (SIES, 1997).

Entre as biomoléculas alvo das ERO e ERN encontram-se as que
compdem membranas celulares, proteinas ADN e ARN. Os efeitos
mutagénicos das ERO sao derivados da modificacdo estrutural no ADN. As
alteracdes sdo inumeras, tais como quebra do ADN, oxidacdo de purinas,
unides de ADN a proteinas indesejaveis, entre outras, especialmente devido ao
radical hidroxil. O sistema de reparo, que rapidamente regenera o ADN, evita
mutacdes durante a replicacio (NORDBERGER & ARNER, 2001). A
sinalizacdo de apoptose nas células poderia estar relacionada com o dano que
as ERO e seus derivados medeiam no DNA, influenciada também por outros
fatores, como o aumento da permeabilidade mitocondrial e consequente
liberacdo de citocromo C (juntamente com a ativacdo de caspase-3 € uma rota
bem descrita de inducdo apoptética), aumento intracelular de Ca*? e outros
efeitos decorrente da apoptose (NORDBERGER; ARNER, 2001). Desta forma
a alteracdo do DNA esta envolvida em diversos processos patologicos e no
préprio envelhecimento (HALIWELL; GUTTERIDGE, 1999a). Além disso, este
mecanismo poderia, parcialmente, explicar porque individuos cronicamente
expostos ao estresse oxidativo tém alta prevaléncia de cancer (GATE et al.,
1999).

Nos aminoacidos e proteinas, OH’ pode reagir na cadeia lateral, onde
ataca preferencialmente cisteina, histidina, triptofano, metionina e fenilalanina,
e, em menores proporgdes, arginina e asparagina. Os ataques aos
aminoacidos que compdem as proteinas podem gerar danos como clivagens
de ligacbes com ou sem geracdo de fragmentos e ligagcdes cruzadas, o que
pode ter como consequéncia perda de atividade enzimatica, dificuldades no

transporte ativo através das membranas celulares, citélise e morte celular. O

32



ataque ocorre por adicdo do radical ou por abstracdo de hidrogénio (DROGE,
2002).

Como dito anteriormente, a peroxidacao lipidica € o processo através do
qual as ERO agridem os acidos graxos poli-insaturados dos fosfolipidios das
membranas das células, desintegrando-as e permitindo a entrada das ERO nas
estruturas intracelulares. Dentre os produtos gerados pela peroxidacgéo lipidica
esta o malondialdeido (MDA), composto que pode atacar residuos de
aminoéacidos (induzindo perda de funcdo por parte de proteinas) ou bases
nitrogenadas (causando propriedades mutagénicas) (FERREIRA;
MATSURABA, 1997).

2.2. Inflamacéo e estresse oxidativo

2.2.1 Processo inflamatério

A reacdo inflamatéria é um evento complexo, que envolve o
reconhecimento do agente ou estimulo lesivo, para sua posterior destruicdo e
formag&o de um novo tecido (SCHMID-SCHONBEIN, 2006). O reconhecimento
desencadeia a ativacdo e a amplificacdo do sistema imune, resultando na
ativacdo de células e na liberacdo de diversos mediadores inflamatorios, que
sdo responsaveis pela vasodilatacdo, extravasamento do plasma e migracao
de leucoécitos (CORSINI et al., 2005; SCHMID-SCHONBEIN, 2006).

Na primeira fase da inflamacéo, a vasculatura ao redor do local da lesao
reage para recrutar células do sistema imune. Na segunda fase, as células
imunes circulantes migram desses vasos para 0s tecidos lesados, e 0s
mecanismos da imunidade inata e adaptativa servem para neutralizar e
remover o estimulo desencadeante. Em seguida comeca o processo de reparo
e cicatrizacao do tecido, com o término do processo inflamatoério agudo. Se os
eventos da inflamag&o forem detidos e continuarem latentes, pode ocorrer a
inflamacgé&o crénica.

Sendo assim, o processo inflamatorio pode ser dividido por etapas:

1) Dilatagéo dos vasos — A lesdo de um tecido provoca a liberagdo de

mediadores inflamatérios, que dilatam as arteriolas e as vénulas pos

capilares; por sua vez, a vasodilatagdo leva a um aumento do fluxo
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2)

3)

sanguineo para o local de lesdo, produzindo os sinais clinicos de
vermelhiddo e calor. Os mediadores inflamatorios também causam a
contracdo das células endoteliais vasculares, levando a um aumento
da permeabilidade capilar e a formacdo de exsudato (liquido
intersticial com alto conteddo de proteinas); por sua vez, o exsudato
produz as manifestagfes clinicas de edema e dor, devido a presséo
aumentada do tecido.

Recrutamento das células — A migracdo celular para fora da
circulacao sanguinea nao é aleatdria; com efeito, o recrutamento dos
leucécitos € coordenado para otimizar a eliminacado da infeccao ou
reparo local do tecido lesado. No inicio da resposta inflamatéria, as
respostas endoteliais no local da lesdo sédo ativadas para expressar
moléculas de adesdo, que se ligam a receptores especificos
expressos pelos leucécitos. Como resultado dessa interacdo, 0s
leucécitos, que normalmente rolam ao longo da superficie do
endotélio através de interacdes de ligacbes frouxas e transitérias,
aderem firmemente ao endotélio ativado no local da lesédo. A seguir
os leucécitos aderentes ligam-se a outros receptores de células
endoteliais, que promovem a transmigracdo ou diapedese dos
leucocitos da vasculatura para o intersticio. A especificidade da
resposta imune é obtida de acordo com o padrdo de moléculas de
adesdo expressas pelo endotélio ativado e pelos vérios tipos de
leucécitos; assim, por exemplo, os neutréfilos dominam a resposta
inflamatoria precoce, enquanto que 0os monadcitos predominam depois
de 24 horas.

Quimiotaxia — Apds terem cruzado a barreira endotelial, as células do
sistema imune podem migrar atraves do intersticio até o local
especifico de lesdo ou infeccdo. O direcionamento das células
imunes para o seu alvo é efetuado pelo processo de quimiotaxia ou
sinalizacdo quimica. Os mediadores inflamatérios liberados no local
da lesdo criam um gradiente quimico ao qual os leucocitos
respondem, permitindo o seu deslocamento preferencial para o local

da reacao inflamatoria.
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4) Fagocitose — Com a sua chegada ao local de lesdo ou de infeccéo,
os neutrdéfilos, os macréfagos e outras células do sistema imune ja
estdo prontos para executar suas fungbes. Todavia, essas células
necessitam de um estimulo adicional para ativar o0s seus
mecanismos de destruicdo. As substancias estranhas precisam ser
recobertas por uma opsonina para que possam ser fagocitadas. A
interacdo entre uma célula fagocitica com uma particula opsonizada
desencadeia o processo de fagocitose e destruicdo do agente
agressor.

5) Resolucdo — O reparo do tecido e o restabelecimento da
homeostasia constituem os eventos finais da resposta inflamatoria
aguda. Os mesmos mediadores que ativam a inflamacdo também
desencadeiam uma cascata de reparo tecidual, esse processo é
mediado pela liberacdo de fatores de crescimento e citocinas
(principalmente IL-1 e TNF-a). Esses fatores atuam como mitégenos
para as células endoteliais e os fibroblastos e, em Ultima analise,
estimulam a cura e a formacao de cicatriz através de angiogénese e
producdo de tecido de granulacdo (ARMSTRONG; KLICKSTEIN,
2009).

Vias da inflamagéao
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Figura 4: Componentes das vias inflamatérias (Adaptado de Medzhitov, 2010).

!

Como pode ser visualizado na figura 3, uma resposta inflamatoria tipica

consiste em quatro componentes: os iniciadores da inflamacéo, os sensores

gue os detectam, os mediadores de inflamacao induzidos por estes sensores e

os tecidos-alvo que sédo afetados por estes mediadores. Cada componente

existe em mudltiplas formas e combinacfes, em fungédo das vias inflamatorias

distintas. O tipo de via induzida em determinadas condicdes depende da
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natureza do estimulo inflamatorio. Os iniciadores comecam a resposta
inflamatdria e sé@o detectados pelos sensores. JA 0S sensores, COMo 0S
receptores Toll-like (TLRs), sdo expressos em células especializadas, como
macrofagos, células dendriticas e mastécitos. Eles induzem a producdo de
mediadores, incluindo citocinas, quimiocinas, aminas, eicosanoides bioativos, e
produtos de cascatas proteoliticas, tais como bradicinina. Estes mediadores da
inflamacdo podem agir em varios tecidos-alvo para provocar alteragbes nos
seus estados funcionais que otimizam a adaptacdo a condi¢cdo nociva (por
exemplo, infeccdo ou lesdo do tecido) associado com os indutores especificos

que despertaram a resposta inflamatéria (MEDZHITOV, 2010).

2.2.2 Estresse oxidativo e a resposta inflamatoria

A relacdo entre o estresse oxidativo e 0 processo inflamatorio tém sido
alvo de muitos estudos nos ultimos anos. As analises da comunicacao celular
durante as respostas ao estresse oxidativo sdo passiveis de revelar novos
principios de homeostase do tecido e adaptacéo as condi¢cdes nocivas. Embora
muitas moléculas tém sido estudadas como iniciadores da inflamacao durante
a lesdo tecidual, suas contribuicdes relativas ndo estdo bem definidas. Além
disso, um dos aspectos que torna o estudo da inflamacdo desafiador é a
diversidade e complexidade dos seus mediadores e dos seus efeitos sobre os
tecidos alvo. Assim, embora os aspectos mecanicistas dos efeitos destes
mediadores sejam bem compreendidos, a funcdo de coordenadores e seus
multiplos modos de regulacdo ainda estdo sendo estudados (MEDZHITOV,
2010).

Os leucdcitos polimorfonucleares (neutrdfilos, eosinofilos e basofilos)
sdo as primeiras células que sédo ativadas na defesa imune do hospedeiro
contra a infeccdo. Como explicado acima, estas células migram e infiltram-se
no sitio inflamatorio por gradientes quimiotaticos, onde juntamente com o0s
macréfagos, destroem o agente causador da inflamacdo (BIASI et al., 2004;
ARNHOLD, 2004). A destruicdo do agente estranho ocorre por meio da
liberagcdo de enzimas hidroliticas, proteinas bactericidas e ERO estocadas nos
granulos dos polimorfonucleares (ARNHOLD, 2004). Os neutrofilos, quando
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ativados (Figura 4), passardo a expressar as suas moléculas de adeséo e
passardo, também, a consumir ativamente oxigénio em suas mitocondrias.
Esse processo é chamado de explosdo oxidativa e esse consumo nao €
direcionado para o metabolismo da célula e, sim, para a producdo de ERO
(SGARSBI et al., 2006).

Anion Superoxido
Radical Hidroxila

Peroxinitrito
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Neutrdfilo Estimulado

@ Outras enzimas

Figura 5: Estimulag&o de neutrdfilos (Adaptado de Arnhold, 2004).

Uma vez nos tecidos, os neutréfilos sofrem um processo de
desgranulacéo com a liberagdo para o citoplasma da enzima mieloperoxidase
(MPO), uma protease presente nos granulos azurofilos dos neutréfilos
(RODRIGUES et al., 2002; ARNHOLD, 2004). A mieloperoxidase, juntamente
com o sistema nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase,
esta envolvida na liberacdo de ERO. A MPO é uma heme proteina que compde
o sistema H,0,-MPO-Hialida, ou seja, o neutrdfilo sintetiza peréxido de
hidrogénio por acdo da enzima superoxido dismutase (SOD). A MPO converte
o peroxido de hidrogénio em presenca de uma hialida como o cloreto (Cl) em
anion hipoclorito (OCI’), que é um oxidante (AKAIKE, 2001) e age como uma
potente citotoxina na defesa do organismo contra micro-organismos e células
tumorais, porém pode causar dano aos tecidos normais (BABIOR, 1999). O

NADPH oxidase reduz o oxigénio molecular ao radical anion superoxido. A
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seguir, a enzima superéxido dismutase converte 0 anion superoxido em
peroxido de hidrogénio, o qual possui funcdo de destruir bactérias diretamente
ou apos sua conversdo em ions hidroxila ou &cido hipocloroso (ARNHOLD,
2004). Além disso, o acido hipocloroso é considerado um potente agente
microbicida, que possui papel importante na defesa do hospedeiro contra
invasdo de bactérias, fungos e virus.

Contudo, o aumento dos niveis de polimorfonucleares ativados em
tecidos e a liberacdo excessiva dessas espécies reativas podem promover
lesdo tecidual e vascular, especialmente se estes neutrofilos ativados
estiverem aderidos as células endoteliais (HANSSON et. al, 2006).

Nas fases iniciais do processo inflamatério, além da migracdo de
leucdcitos e da liberacdo dos seus mediadores quimicos, também ocorre a
vasodilatacdo induzida por diferentes agentes flogisticos (bradicinina,
histamina, substancia P e carragenina) e pelo 6xido nitrico ( WOTHERSPOON
et al., 2005; YOUSIF, 2005). O 6xido nitrico tem uma funcdo importante na
sinalizacao celular e esta envolvido no relaxamento vascular, na modulagcédo da
agregacao plaquetaria e na inibicdo da adesédo leucocitaria (TAKEUCHI et al.,
2004). Outros efeitos deletérios do oOxido nitrico sdo decorrentes da sua
interacdo com ERO, formando outras ERN.

O Oxido nitrico é sintetizado pela 6xido nitrico sintase (NOS), que existe
em trés isoformas distintas: NOS neuronal (NOSn ou NOS 1), NOS endotelial
(NOSe ou NOS lll), ambas formas séo constitutivas e estdo localizadas no
tecido nervoso central e nas células endoteliais, respectivamente. A NOS
induzida (INOS ou NOS Il) é ativada em resposta a estimulos inflamatérios,
como por mediadores enddégenos: quemocinas e citocinas pré-inflamatorias
(interleucina-1 beta: IL-13, fator de necrose tumoral alfa: TNFa, interferon
gama: IFN-y, etc.), bem como por fatores exdgenos: endotoxinas bacterianas,
infec¢Bes virais, poluentes ambientais (estresse oxidativo), hipdxia, tumores,
alergenos, entre outros (RICCIARDOLO et al., 2004).

Um dos principais radicias livres envolvidos no processo inflamatorio é o
‘NO, que como dito anteriormente age em células proximas ao local de sua
producdo (células endoteliais, macréfagos e neurdnios especificos), além de

suas fungdes fisioldégicas normais, ele também possui acdes deletérias quando
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reage com O,", levando a producdo de peroxinitrito (ONOQO’) e posterior
conversdo a ‘OH (DUSSE et. al., 2003).

Além do oxido nitrico, outros mediadores que participam do processo
inflamatorio sdo as citocinas. De forma geral, as citocinas sao classificadas em
subgrupos, como: interleucinas, fatores de necrose tumoral, fatores de
crescimento, quemocinas, interferons e fatores estimuladores de colonia ou
ainda, podem ser classificadas conforme sua atividade bioldégica como, por
exemplo: pro-inflamatorias (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, fator de crescimento
transformante do tipo beta: TGFB) e anti-inflamatérias (interleucina-1 Ra: IL-
1Ra, IL-4, IL-10, IL-13) (WONG,; FISH, 2003). Um balanco inadequado entre
citocinas pré e anti-inflamatérias durante uma resposta imune € critico na
resolucao, ou ndo, da inflamacéo local (CORSINI et al., 2005).

A interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral a (TNF-a) sédo as
duas citocinas produzidas como parte de uma resposta inflamatéria aguda,
pelo fato delas afetarem a proliferacédo e a funcéo das células que medeiam as
respostas imunes inatas e adaptativas, a inibicdo ou a estimulacdo seletivas
das acbGes das citocinas tém o potencial de modular respostas imunes e
inflamatérias (ARMSTRONG; KLICKSTEIN, 2009).

Em relacdo a atividade anti-inflamatéria e antioxidante, os flavonoides
atuam modulando células envolvidas com a inflamacao (por exemplo, inibindo
a proliferacao de linfcitos T), inibindo a producéo de citocinas pro-inflamatorias
(por exemplo, TNF-a e IL-1), modulando a atividade das enzimas da via do
acido araquiddnico, tais como fosfolipase A2, ciclo-oxigenase e lipo-oxigenase,
além de modularem a enzima formadora de 6xido nitrico, a éxido nitrico sintase
induzida (iINOS) (COUTINHO et. al., 2009). Além disso, a inibicdo dessas
enzimas exercidas pelos flavondides é definitivamente um dos mecanismos
anti-inflamatérios celulares importantes. Nos Ultimos anos, muitas evidéncias
apoiaram a ideia de que certos flavonéides sao os moduladores da expressao
de genes, especialmente os moduladores da expressdao de genes pro-
inflamatorios, conduzindo assim para a atenuacéo da resposta inflamatoria. No
momento, ndo se sabe em que medida essas expressdes de genes pro-
inflamatorios contribuem para a resposta inflamatéria. No entanto, € evidente
gue os flavonéides mostram atividade anti-inflamatoria, pelo menos em parte,

pela supresséo da expressao de genes pro-inflamatorios (KIM et.al., 2004).
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Muitos mecanismos antioxidantes tém sido propostos para 0s
flavonoides. Tais mecanismos incluem: a) opressédo da formacéo de espécies
reativas do oxigénio pela inibicdo do sistema enzimatico responsavel pela
geracao de radicais livres (ciclo-oxigenase, lipoxigenase ou xantina oxidase); b)
quelacdo de ions metalicos que podem iniciar a producao de radicais hidroxil
pela Reagdo de Fenton ou Harber-Weis; c) sequestro de radicais livres; d)
regulacéo positiva ou protecao das defesas antioxidantes por induzir a fase Il
de enzimas como glutationa transferase que aumenta a excrecao de espécies
oxidadas ou e) inducdo de enzimas antioxidantes como a metalotioneina que é
uma proteina queladora de metais, com propriedades antioxidantes (BIANCHI
et al, 2004). Portanto, esses agentes, entre eles a quercetina, podem ser
interessantes para o desenvolvimento de novos medicamentos com a
importante caracteristica de atuarem tanto como anti-inflamatério, quanto como

antioxidantes.

2.3 Quercetina

Os flavonoides representam um dos grupos fendélicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. Essa classe de metabdlitos
secundarios é encontrada em frutas, vegetais, sementes, cascas de arvores,
raizes, talos, flores e nos produtos que os utilizam, tais como os chas e vinhos.
Apresentam um nucleo caracteristico C6-C3-C6, sendo biossintetizados a partir
das vias do &cido chiguimico e do acido acético. A diversidade estrutural dos
flavonoides pode ser atribuida ao nivel de oxidacdo e as variacbes no
esqueleto carbdnico basico, promovidas por reacfes de alquilacéo, glicosilacao
ou oligomerizacdo. Os flavonoides podem ser encontrados como agliconas ou
sob a forma de glicosideos e/ou derivados metilados e/ou acilados. As
modificacdes no anel central dessas substancias levam a diferenciacdo em
subclasses distintas, tais como: chalconas, flavanonas, flavanondis, flavonas,
flavonais, isoflavonas, flavan-3-ols e antocianidinas (COUTINHO et al., 2009).

A quercetina (3, 3°, 4’, 5, 7-pentahidroxi-flavona) (Figura 1) € o principal
flavonol encontrado na nossa dieta e foi isolada e biologicamente identificada
em 1936 por Szent-Gyorgy. Este composto € amplamente encontrado no reino

vegetal, incluindo legumes, frutas, ervas medicinais e vinho tinto. Hertog e
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colaboradores (1992) encontraram altas concentracbes de quercetina em
cebola (284-486 mg/kg), couve (100 mg/kg), vagem (32-45 mg/kg), brécolis (30
mg/ kg), repolho (14 mg/kg) e tomate (8 mg/kg). Entre as frutas estudadas, a
concentracdo média de quercetina encontrada foi de 15 mg/kg, sendo que na
maca esta foi maior, entre 21 e 72 mg/kg. Em bebidas, como a cerveja, cafe,
achocolatado e vinho branco, o teor foi de aproximadamente 1 mg/L. J4, para o
vinho tinto, o teor observado foi de 4-16 ml/L, suco de lim&o, 7 mg/L e suco de
tomate, 3 mg/L. O cha preto é a bebida que apresenta maior concentracado de
quercetina, em torno de 10-25 mg/L (BIANCHI et al., 2004).

A quercetina tem sido estudada como potencial agente terapéutico
contra uma série de doencas, tais como, cancer, doencas neurodegenerativas,
diabetes, disfuncbes cardiovasculares, doencas inflamatorias, entre outros,

assim como agente no combate do envelhecimento (BOOTS et al., 2008).

2.3.1 Caracteristicas quimicas e fisico-quimicas

A quercetina se apresenta na forma de um p6 amarelo-alaranjado, com
formula molecular C;5H;007 e peso molecular de 320,24 g/mol para a forma
anidra e de 338,24 g/mol para a forma diidratada. Ela torna-se anidra na faixa
de temperatura de 93 a 97°C e decompde-se a 314°C. Em relacdo a
solubilidade, este composto é praticamente insolivel em agua (cerca de 0,30-
0,70 pg/mL) (BUDAVARI, 1996). Também encontra-se disponivel no mercado,
0 que permite seu uso na forma isolada, entretanto restricbes de emprego em
produtos farmacéuticos e cosméticos tém sido frequentemente relacionados a

sua reduzida hidrossolubilidade.

A quercetina possui um grupo carbonil na posi¢cao 4, uma ligacao dupla
entre os carbonos 2 e 3, e cinco grupos hidroxil nas posic¢des 3, 5, 7,3 ', 4 (ver
Figura 3). Em especial os trés grupos hidroxil nas posi¢cbes 3, 3 'e 4', tornam
este composto um dos mais potentes antioxidantes entre os flavonoides
(DALL'ACUA et. al., 2012). Sendo assim, ela apresenta um comportamento
anfifilico, devido a presenca de uma porc¢ao hidrofébica, formada pelos anéis
fendlicos, e de uma porcdo polar, constituida pelos grupos hidroxil
(CODORNIU-HERNANDEZ et al., 2003).
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Em virtude de sua estrutura quimica, a QU demonstra uma pronunciada
instabilidade quimica, sofre auto-oxidacdo em solu¢Bes organicas e aquosas
apresentando pH superior a 8,0. Em pH inferior a 5,0 a QU encontra-se na
forma neutra ou com carga elétrica positiva. As hidroxilas encontradas nos
carbonos cinco e trés sdo desprotonadas em pH abaixo dos encontrados
fisiologicamente, indicando que somente as hidroxilas de outras posicoes
podem ser desprotonadas em pH fisioldgico (MOMIC et al., 2007).

Em um estudo realizado por Dall’Acua (2012), foi verificado a
fotoestabilidade da QU em solucdes alcodlicas. Foi induzida a degradacédo da
QU por ambos UVA e UVB, obtendo-se um Unico produto resultante da
oxidagdo e da adicdo de uma molécula de alcool para a ligagédo dupla 2,3. O
mesmo mecanismo foi observado quando a QU foi dissolvida em solucbes
alcalinas, e um segundo produto foi caracterizado devido a oxidacéo e a adicdo
de agua. A comparacdo com analogos da QU confirmaram que, apesar da
presenca de cinco grupos hidroxil, aqueles nas posi¢cdoes 3, 3' e 4' sdo 0s
principais envolvidos na atividade antioxidante do composto, bem como na sua
fotolabilidade. Além disto, foi verificado que os grupos OH nas posicdes 5 e 7
nao desempenham um papel crucial no mecanismo fotoxidativo.

A QU possui em sua estrutura elementos que contribuem para sua
atividade antioxidante, os quais incluem a dupla ligagcdo C2=C3, o grupamento
cetona em C4, o grupo hidroxil em C3 e a estrutura orto-difendlica (grupo
catecol) no anel B (RICE-EVANS et al., 1996).

2.3.2 Propriedades farmacocinéticas e farmacolégicas

O consumo de alimentos ricos em polifendis, incluindo os flavonoides, a
sua biodisponibilidade e os fatores interferentes vém sendo amplamente
estudados. Acredita-se que a forma glicosilada dos flavonoides passe
diretamente pelo intestino delgado, sendo hidrolisada pelas enterobactérias
liberando a aglicona correspondente, no ceco e colon. A forma aglicona pode
ser absorvida mais facilmente pelas células epiteliais do intestino grosso,
devido a sua lipofilicidade que facilita a passagem pela camada fosfolipidica da

membrana celular. Assim, estes compostos entram na circulacdo e sao
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submetidos a o-metilacdo, glucoronidacdo e/ ou sulfatacdo no figado. Uma
parte substancial desse metabdlito pode entdo ser excretado na bile e retornar
ao lumen intestinal, sendo novamente hidrolisado e reabsorvido pelas células
intestinais, e excretado nas fezes (MUROTA & TERAO, 2003).

Ao contrario de outros 6rgaos extra hepaticos, como intestino e rins, 0
estbmago € muitas vezes ignorado como Orgdo metabolizador, embora
algumas vezes seja reconhecido como local de absorcdo de diferentes
compostos. Em estudo com ratos, a QU glicosilada n&o foi hidrolisada e
absorvida no estbmago, ao contrario da sua forma aglicona, que foi
parcialmente absorvida por este tecido. Como a quercetina dos alimentos é
mais abundante na forma glicosilada, a sua absor¢cdo estomacal € limitada.
Entretanto, alguns processos como a fermentacao de uvas para a producao do
vinho, liberam a forma aglicona, podendo resultar em uma absor¢cdo mais
eficiente da QU no estdmago (BIANCHI et al., 2004).

Gugler e colaboradores (1975) administraram 100 mg de QU a humanos
por via intravenosa e verificaram que 98% do composto ligou-se a proteinas
plasmaticas e 7,4% foi excretado na urina na forma de metabdlito conjugado.
Por outro lado, quando 4 g foram administrados por via oral, a quercetina néo
foi detectada pela técnica de fluorimetria. Em um estudo realizado por Moon e
colaboradores (2008), 500 mg de QU foi administrada 3 vezes em individuos
saudaveis durante 7 dias e sua concentracao foi determinada no plasma e na
urina por HPLC-EM. Os resultados de QU na forma intacta e de seus
conjugados foi de 15,4 ng/mL, apds 3 horas e de 336 ng/mL, ap6s 4 horas,
respectivamente. A recuperacdo da forma intacta e conjugada na urina variou
de 0,05-3,6% e de 0,08-2,6%, respectivamente, demonstrando a dificuldade do
Seu uso por via oral.

Este composto tem sido investigado por suas propriedades anti-
inflamatodria, antioxidante, antiviral e antitumoral (CUI et al., 2008; EKSTROM et
al., 2011; DATE et al., 2011; ASKARI et al., 2013; LIU et al., 2014). Além disso,
alguns estudos avaliaram a toxicidade do composto e ndo foram evidenciados
carcinogénese e genotoxicidade relacionada ao seu consumo (HARWOOD et
al.,, 2007; UTESCH et al., 2008; RUIZ et al., 2009; LIU et al., 2014). As
propriedades medicinais sdo principalmente atribuidas a sua capacidade

antioxidante, modulacdo da expressdo génica e interagdo com as vias de
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sinalizacao celulares, tais como, supressao da proliferacdo celular, inducédo da
parada no ciclo celular e apoptose, inibicdo de varias quinases, promocao de
diferenciacdo celular e inibicdo da glicoproteina P, a qual é responsavel pela
resisténcia a multiplos farmacos das células tumorais (IKEGAWA et al., 2002;
CIPAK et al., 2003; SOOBRATTEE et al., 2005).

Em um grande namero de estudos in vitro a QU foi caracterizada como
um potente antioxidante com capacidade de sequestrar espécies reativas de
oxigénio, oxigénio singlete e radicais de diferentes origens (RICE-EVANS et al.,
1996; VAN ACKER et al., 1996; YAMAMOTO et al., 1999). Acredita-se que a
capacidade antioxidante dos flavonoides reside principalmente na sua
capacidade para doar atomos de hidrogénio e, assim, eliminar os radicais livres
gerados durante a peroxidacéao lipidica (ARORA et al, 1998).

Em um estudo realizado por Arora e colaboradores (1998) a QU foi o
antioxidante mais eficaz, o que indica a importancia de o grupo hidroxila na
posicdo C-3 para sua elevada atividade antioxidante. A substituicdo do grupo
hidroxila na posicdo C-3 da QU pela rutinose dissacarideo na rutina levou a
uma leve perda na atividade. Estas pequenas diferencas na atividade
antioxidante baseadas em diferencas de substituicdo na posicdo C-3 séo,
provavelmente, um resultado do aumento na planaridade da molécula. Van
Acker e colaboradores (1996) determinaram que o angulo de torcdo do anel B
com o resto da molécula flavonoide era correlacionada com a capacidade de
sequestro de RL dos flavonoides. Na QU , o radical 3-OH ancorado através de
ligagbes de hidrogénio a posicdo do anel B no mesmo plano que os anéis A e
C, resulta em um angulo de torcédo do anel B com o resto da molécula de cerca
de 0°C e, assim, obtendo-se um aumento de coplanaridade do anel B.

A quercetina também apresenta a capacidade de reduzir processos
inflamatorios agudos, crénicos e subclinicos, uma vez que reduz a producao de
mediadores envolvidos na ativacdo e/ou o0 recrutamento de células
inflamatérias como, por exemplo, o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e o
leucotrieno B4. Esta substancia causa ainda a supressao da produgédo de TNF-
a e oxido nitrico nos macrofagos e mastocitos, além de inibir a formacgéo de
importantes agentes pro-inflamatorios, reduzindo a ativagdo e o recrutamento
de células inflamatérias (MIN et al., 2007; ROGERIO et al., 2007; BISCHOFF,

2008). Além disso, estudos realizados com a QU demonstraram que este
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composto pode prevenir danos no figado e suprimir a superexpressao da forma
indutivel da éxido nitrico sintase (INOS), que é induzida por véarios estimulos

inflamatorios.
2.3.3 Toxicidade da quercetina

Devido a prevaléncia da QU na dieta e de suas potenciais aplicacdes
farmacoldgicas, a seguranca deste composto foi extensivamente avaliada em
diversos ensaios de genotoxicidade, além de uma gama de estudos de
toxicidade reprodutiva subcrénica, cronica e aguda. Na tentativa de conciliar as
diferencas observadas entre os resultados in vitro, que demonstram atividade
mutagénica relacionadas com a auséncia de carcinogenicidade in vivo,
diversas revisbes dos dados disponiveis para a QU foram realizados
(HARWOOD, M. et al., 2007).

O efeito genotoxico dos flavonoides, incluindo a QU, foi avaliado
primeiramente pelo teste de AMES, descrito em 1983 por Maron & Ames e
amplamente utilizado desde entdo. Neste teste, a QU demonstrou potencial
mutagénico para bactérias (SCHIMMER et. al., 1988; VRIJSEN et. al., 1990).
No entanto, os aspectos genotoxicos foram menos evidentes em células de
mamiferos, decorrentes das diferencas existentes na relacdo estrutura-
atividade da QU para efeitos mutagénicos em bactérias e mamiferos (CAO et,
al., 1997; CANADA et. al., 1990; METODIEWA et. al., 1999).

Deste entdo, diversos estudos sobre a atividade carcinogénica da QU
foram publicados, onde foram constatados dados muitas vezes contraditérios,
porém a maioria dos resultados dos estudos in vivo indicaram que a QU néo é
carcinogénica. Em 1999, a International Agency for Research on Cancer (IARC;
EUA) concluiu que a QU ndo é classificada como carcinogénica em humanos
(OKAMOTO, 2005). Aparentemente, a relacdo entre as atividades
antioxidantes e pro-oxidantes deste composto esta relacionada a dose
administrada (MERTENS-TALCOTT; PERCIVAL, 2005).

Mais recentemente, Okamoto (2005) apresentou um panorama extenso
dos dados de seguranca disponiveis para a QU e os dados disponiveis

sugerem que 0s mecanismos de protecdao in vivo limitam adequadamente

45



qualquer potencial de efeitos adversos relacionados com a atividade pro-
oxidante da QU.

Como ja mencionado, a baixa solubilidade em &gua faz com que ela
possua uma meia-vida bioldgica curta e baixa biodisponibilidade oral dificultada
para a sua aplicacdo como um agente terapéutico (GUGLER et al.,1975;
HOLLMAN et al.,1996; KHALED et al., 2003; LIU et al., 2014). Desta forma, os
principais desafios para melhorar sua biodisponibilidade sédo o peso molecular
relativamente elevado, com elevado ponto de fusdo e a baixa solubilidade em
agua (POOL et al., 2013; LIU et al., 2014). Consequentemente, € necessario
desenvolver sistemas de liberacéo eficazes para encapsular e proteger a QU,
para libera-la no local adequado apds a ingestdo. Uma ampla variedade de
sistemas coloidais de liberacdo de farmacos tém sido desenvolvidos para
encapsular compostos hidrofébicos, como a QU (FLANAGAN; SINGH, 2006;
VELIKOV; PELAN, 2008; MATALANIS et al.,, 2011;0STERTAG et al., 2012,
POOL et al, 2013). A seguir, sdo descritos nanocarreadores de farmacos, uma

vez que estes foram desenvolvidos e estudados neste trabalho.
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2.4 Nanocarreadores de farmacos

O crescimento da tecnologia farmacéutica tem levado ao
desenvolvimento de novos sistemas de liberagdo de farmacos, que oferecem
inUmeras vantagens de emprego quando comparados as formas farmacéuticas
convencionais. Atualmente, a nanotecnologia € um dos principais focos das
atividades de pesquisa, desenvolvimento e inovacdo. Ela refere-se as
tecnologias em que a matéria € manipulada as escalas atdmica e molecular,
para criar novos materiais e processos com caracteristicas funcionais
diferentes dos materiais comuns. Uma vez que se trabalha com particulas
muito pequenas, na escala de nanémetros (medida que equivale a bilionésima
parte do metro), essas possuem caracteristicas fisicas e quimicas diferentes
daquelas dos materiais de origem (p ex. resisténcia, cor, condutibilidade). Além
disso, é uma ciéncia multidisciplinar, onde cientistas de materiais, engenheiros,
farmacéuticos, médicos, quimicos e fisicos trabalham juntos pela necessidade
de partilhar o conhecimento sobre ferramentas e técnicas nessa nova fronteira
cientifica (ZANETTI-RAMOS; CRECZYNSKI-PASA, 2008).

A éarea da nanotecnologia que estuda a ciéncias da vida é conhecida
como nanobiotecnologia ou nanomedicina. As areas de atuacdo sdo varias,
mas as aplicacbes médicas com grande potencialidade sdo: (i) meios de
diagndéstico em nanoescala, que possam ser implantados para diagnéstico
precoce de doencas, (ii) os revestimentos de sistemas biol6gicos de base
nanotecnoldgica, podendo melhorar a bioatividade e biocompatibilidade de
implantes, (iii) engenharia de tecidos (iv) sistemas de liberacdo de farmacos,
sendo que houve um grande investimento no desenvolvimento de
nanocarreadores para o tratamento de doencas como cancer, doencas
inflamatorias, infecciosas e cardiovasculares nos ultimos anos (LECHUGA,
2010).

O uso de nanocarreadores de farmacos tem se tornado uma estratégia
interessante no que diz respeito a alteracdo e melhoria das propriedades
biofarmacéuticas de varios farmacos (PANDEY et al.,, 2003; PANDEY &
KHULLER, 2006). Os nanocarreadores sdo sistemas coloidais matriciais ou
reservatorios, cujo tamanho situa-se entre 10 e 1000 nm, em que o farmaco

encontra-se encapsulado, adsorvido ou dissolvido na particula, que pode ser
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constituida de materiais biodegradaveis e biocompativeis (QUINTANAR-
GUERRERO et al., 1998; PURI et al.,, 2009). Tais sistemas se caracterizam
pela capacidade em carrear compostos ativos, protegendo-os da degradacéo
apos administracao, fazendo com que maiores concentracdes alcancem o sitio
de acdo, além de permitir o controle da liberacdo, a reducdo dos efeitos
colaterais indesejaveis, além da capacidade de vetorizag¢do ativa ou passiva de
farmacos a tecidos e células alvos (PURI et al., 2009).

A distribuicdo desses nanocarreadores vem sendo estudado e, em geral,
sabe-se que as particulas podem atingir os tecidos de forma passiva ou ativa.
A forma passiva tem tropismo pelas anormalidades anatbmicas e patoldgicas
da vasculatura. O efeito de permeacéao e retencdo aumentados foi descrito por
Maeda e colaboradores (1986) para desenvolvimento de novos farmacos para
o tratamento do cancer. A permeabilidade aumentada observada na
vasculatura de tecidos acometidos por determinadas patologias, tais como
cancer ou inflamacdo, é um resultado da angiogénese desregulada e/ou o
aumento da expressao e ativacdo de fatores de permeabilidade vascular. O
desequilibrio na expressédo e ativacdo de moléculas pré-angiogénicas e anti-
angiogénicas resulta em uma camada endotelial descontinua, onde as
fenestracbes entre as células endoteliais podem variar de 300 nm a 4700 nm,
em tamanho levando a formacdo deficiente da vasculatura e causando
problemas de drenagem linfatica. Como um resultado desta drenagem linfatica
insuficiente, as substancias séo retidas por mais tempo do que em tecidos
normais (NEHOFF et al., 2014).

No caso da inflamagcdo, o efeito EPR acontece modificando a
permeabilidade vascular induzida por meio de contracdo das células
inflamatoérias que revestem os capilares. Esta resposta patolégica é induzida
pela expressao da histamina, bradiquinina, leucotrienos, e serotonina no tecido
inflamado e resulta num aumento dos intervalos intraendoteliais. Estas
fenestragbes permitem a entrada de nanoparticulas especificamente para o
tecido inflamado (NEHOFF et al, 2014). Tem sido sugerido que a
permeabilidade para moléculas de alto peso molecular e nanocarreadores
aumente entre 6-40 vezes nos tecidos inflamados. Desta forma, com o
aumento de permeabilidade, os nanocarreadores podem extravasar e se

acumular no espaco intersticial. Diferente dos tumores, na inflamacéo, os vasos
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linfaticos ainda estdo funcionando e, portanto, ndo ocorre o fenbmeno da
retengcdo, mas o significativo aumento da permeabilidade nesses tecidos
permite a aplicacdo de nanocarreadores com sucesso. E importante enfatizar
gue o tamanho e o perfil farmacocinético dos nanocarreadores sao a chave
para a liberacdo passiva desses sistemas de liberacdo, sendo que o tamanho
entre 50kDa e 200nm aumentaria a vetorizagcado considerando o efeito EPR e
previniria a filtracdo glomerular (COLLNOT et al., 2012).

Além disso, apO0s a administracdo, o0s sistemas de liberacéo
convencionais sdo preferencialmente capturados pelo sistema reticulo
endotelial e apresentam uma alta e seletiva captura nas éreas inflamadas. Isto
se deve ao fato que h4 um aumento na presenca de células imunes, como
macrofagos, linfécitos e células dendriticas nessas areas, além do rompimento
do epitélio, resultando num aumento preferencial das particulas. Por outro lado,
a modificacdo da superficie das particulas com polimeros como o
polietilenoglicol (PEG), pode também aumentar a liberac@o de farmacos no sitio
inflamado pelo prolongamento do tempo circulante (transporte passivo) das
particulas (FARIA et al., 2009).

Enquanto concentracdes locais no tecido lesado podem ser aumentadas
usando a vetorizagcdo passiva, a vetorizacdo dos sistemas de liberacdo de
forma ativa, para um tipo de célula especifica, usando um ligante na superficie,
pode ajudar no aumento da eficacia terapéutica. Geralmente, essas estratégias
ndo aumentam a concentracdo total de farmaco no tecido, mas mudam a
distribuicdo do composto neste local (CRIELAARD et al., 2012).

Dentre os diversos tipos de nanocarreadores, destacam-se os lipidicos,
pois apresentam a vantagem de serem altamente biocompativeis e
biodegradaveis, tornando-se sistemas extremamente seguros para
administracdo de farmacos. Eles apresentam os farmacos em um estado
altamente disperso, com elevada superficie de contato para absor¢do e podem
ser constituidos de lipidios soélidos ou liquidos, ou por misturas destes, levando
a formacédo de sistemas matriciais ou reservatérios, que exibem uma ampla
faixa de tamanhos de particulas (MADER;MEHNERT, 2001). Existem varios
tipos de nanocarreadores lipidicos, entre eles destacam-se os lipossomas,
nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS), carreadores lipidicos nanoestruturados
(CLN), nanoemulsdes (NE) e microemulsdes (ME) (HEURTAULT et al., 2003).
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Os lipossomas foram o0s primeiros nanocarreadores de farmacos
estudados e podem ser descritos como estruturas vesiculares compostas
basicamente por fosfolipideos organizados em bicamadas concéntricas que
circundam compartimentos aquosos. Devido a sua estrutura podem incorporar
tanto substancias hidrofilicas quanto hidrofobicas. No entanto, os lipossomas
apresentam desvantagens quanto a estabilidade nos fluidos corporais e
durante o armazenamento. Posteriormente, foram desenvolvidos o0s
nanocarreadores poliméricos, que sdo constituidos de polimeros naturais ou
sintéticos. Uma das vantagens deste sistema € a variabilidade de polimeros
biodegradaveis que podem ser utilizados como material de preparacdo das
particulas, que podem aumentar a estabilidade do sistema e prolongar a
liberacdo de farmacos. Entretanto, este sistema nanoestruturado também
apresenta desvantagens como, por exemplo, presenca de solvente organico
residual usado no processo de producdo destas particulas, citotoxicidade dos
polimeros e dificuldade para o escalonamento do processo de producdo
(MARCATO; DURAN, 2008).

Com intuito de diminuir a toxicidade e manter a liberacdo prolongada
foram desenvolvidos nanocarreadores a partir de lipidios solidos
(nanoparticulas lipidicas sélidas, NLS) ou com misturas de lipidios so6lidos com
liquidos (carreadores lipidicos nanoestruturados). Esses nanocarreadores tem
sido muito estudados nos ultimos anos em funcdo da baixa toxicidade, da
possibilidade de liberacdo controlada do farmaco e da facilidade de
escalonamento. Mas também apresentam suas desvantagens, como baixa
eficiéncia de encapsulacdo (especialmente no caso das NLS) e instabilidade
durante o armazenamento, devido ao polimorfismo dos lipidios soélidos
utilizados na preparacéo dos nanocarredores.

Por fim, as nanoemulsdes lipidicas sdo produzidas a partir de lipidios
liguidos e foram introduzidas nos anos 50 em produtos de nutricdo parenteral.
As vantagens das nanoemulsdes incluem seguranca toxicologica e o fécil
escalonamento da producdo deste carreador por homogeneizacdo a alta
pressdo. Porém, a possibilidade do uso de nanoemulsdes como sistema de
liberagdo sustentada é limitada devido ao seu reduzido diametro e ao seu

estado liquido, o que promove, em muitos casos, uma rapida liberacdo do
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ativo. A seguir sera abordado mais detalhadamente este sistema, uma vez que

foi 0 nanocarreador desenvolvido neste trabalho.

Figura 6: Representacdo esquemética de lipossomas e nhanoparticulas lipidicas. (A)
lipossoma: encapsulando composto hidrofilico (representado por quadrados cinzas) e
lipofilico (representado por esferas pretas na por¢do lipidica dos fosfolipidios) e (B)
nanoparticula lipidica (Adaptado de Oliveira, 2012).

2.4.1. Sistemas nanoemulsionados

Nanoemulsdes (NEs) podem ser definidas como sistemas heterogéneos
nos quais um liquido (a fase interna) é disperso em outro (a fase externa) na
forma de goticulas de 6leo, estabilizada por um sistema tensoativo adequado,
podendo ser do tipo O0leo em agua (o/a) ou agua em Oleo (a/o). Elas
apresentam diametro geralmente entre 10 e 500 nm, sdo uniformemente
dispersas, formando sistemas cineticamente estaveis. Suas propriedades
fisico-quimicas, influenciadas pela composicdo quali- e guantitativa e pelas
condicbes de preparacdo, devem ser estritamente controladas, visando a
estabilidade do sistema (BRUXEL et al., 2012).

Apresentam-se como liquidos de baixa viscosidade, sendo que as
moléculas de reduzida solubilidade aquosa encontram-se preferencialmente
solubilizadas no Oleo e/ou adsorvidas na interface da nanoestrutura. As
propriedades das nanoemulsdes dependem ndo sO das condicbes
termodinamicas, ou seja, da composicao, temperatura e pressdo, mas também
do método de preparacdo e, particularmente da ordem de adicdo dos seus

componentes (WANG, 2009). A alta estabilidade coloidal inerente as NEs pode
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ser explicada pela sua estabilidade estérica (quando um surfactante ndo-iénico
contendo PEG é utilizado) e/ou eletrostatica (TADROS et al., 2004).

As diferentes técnicas de preparacdo de emulsdes submicrométricas
podem ser divididas basicamente em métodos de alta e baixa energia. Os
meétodos que utilizam emulsificacdo de alta energia podem ser baseados na
geracdo de energia mecéanica atraves de alta tensdo de cisalhamento,
homogeneizadores de alta presséo, microfluidizadore, ou pela utilizacdo de
ultrassom (ABISMAIL et al., 1999 BRUXEL et al.,, 2012). A alta energia
mecanica imposta ao sistema gera forcas capazes de deformar e quebrar as
goticulas da fase interna em particulas nanométricas pela superacdo da
pressao de Laplace de forma que, se a superficie de um liquido € curva, ele
fica sujeito a uma pressao devida ao meio vizinho e a uma pressao adicional,
associada a resultante das forcas de tensdo superficial que atuam nessa
superficie curva (PORRAS et al., 2004). Em estudos laboratoriais, a producao
ocorre normalmente em duas etapas: a primeira consiste na produgdo de uma
emulsdo grosseira para, em uma segunda etapa, reduzir o diametro de
goticula.

As NEs também podem ser obtidas alterando as propriedades fisico-
quimicas do sistema e este método é conhecido como emulsificagdo de baixa
energia. Estes métodos fazem uso da energia armazenada dentro dos
agregados moleculares formados por moléculas de tensoativo presentes na
emulsdo (MILLER et al., 2001). Um dos métodos mais comuns empregado
para produzir sistemas nanoemulsionados é denominado técnica de difusdo do
solvente. Nesta técnica, solventes organicos parcialmente misciveis em agua
sdo utilizados para solubilizar os constituintes da fase e vertidos na fase
aguosa, com posterior retirada do solvente, geralmente por evaporagdo sob
pressao reduzida (BRUXEL et al., 2012). Nesta técnica ocorre uma turbuléncia
na interface das goticulas da emulséo (efeito Marangoni), produzido pela rapida
difusdo do solvente na fase aquosa, resultando na formacdo espontanea de
goticulas com tamanho submicrométrico (DORA et al., 2011). Ou seja, a
origem do mecanismo de formacédo dos nanocarreadores pode ser explicada
em termos de turbuléncia interfacial ou agitacdo espontanea da interface entre
duas fases liquidas desequilibradas, envolvendo processos de fluxo, difusédo e

de superficie. O processo pode entdo ser regulado pelo efeito de Marangoni no
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qual o movimento de uma interface é causado por variacdes longitudinais de
tensdo interfacial. Esta turbuléncia pode ser promovida por varios fatores,
dentre eles, a transferéncia de soluto da fase de viscosidade mais elevada, os
gradientes de concentracdo perto da interface e da tensao interfacial sensivel a
concentracdo de soluto. Além disso, a presenca de surfactantes pode
intensificar o efeito, uma vez que atuam para suprimir o fluxo interfacial (FESSI,
1989).

Alguns aspectos fisico-quimicos das nanoemulsfes sdo determinantes
para sua estabilidade, quando comparadas as macroemulsdes. O tamanho
diminuto das gotas permite grande reducdo da forgca gravitacional sobre o
sistema, na qual o movimento browniano seja superior a esta forca
gravitacional e, assim, capaz de evitar fenbmenos como cremacdo ou
sedimentacao, de acordo com as densidades respectivas das fases dispersa e
continua (MARCEL et al., 2004; CAPEK, 2004; SOLANS et al., 2005; LIU et al.,
2006).

Em geral, a estabilidade de uma nanoemulsdo depende dos seguintes
fatores: (i) tamanho da gota; (ii) diferenca de densidade entre fase dispersa e
continua; (iii) solubilidade da fase dispersa, isto €, quanto mais insolluvel esta
for no solvente, menor serd a taxa de crescimento das gotas; e (iv) da repulsao
estérica e/ou eletrostatica entre as gotas (para qual o tensoativo tem um papel
principal). Para se obter emulsfes estaveis, moléculas de tensoativo devem se
adsorver as interfaces entre as fases de agua e de Oleo. A tendéncia de
moléculas dos tensoativos de acumularem-se em uma interface diminui a
tensdo interfacial do sistema. Esta diminuicdo ocorre porque as forcas
intermoleculares de atracdo entre uma molécula de agua e um grupo nao-polar
sejam mais fracas do que as interacbes entre as moléculas de &gua
(SJOBLOM, 2006).

Pode-se facilmente confundir o campo de nano e microemulsées (ME),
uma vez que ambos sdo estruturas esféricas em formato de "goticulas" na
nanoescala e as composicdes tipicamente contém 0leo, 4gua e tensoativo. Na
literatura existem algumas inconsisténcias relacionadas aos conceitos. Apesar
de estes sistemas poderem apresentar caracteristicas estruturais e visuais
semelhantes em determinadas condi¢des, diferenciam-se quanto a estabilidade

termodindmica e técnica de preparagdo. As ME sdo formadas
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espontaneamente, uma vez que sao sistemas termodinamicamente estaveis e
as NE geralmente requerem uma fonte de energia para sua producéo, j4 que
sdo termodinamicamente instaveis (WANG et al., 2009).

No mundo dos nanomateriais, € muito provavel que as NE irdo
desempenhar um papel cada vez mais importante no mercado, ja que
normalmente podem ser formuladas usando menos surfactante do que é
necessario para as ME. Além disso, as NE s&o dispersdes de goticulas em
nanoescala deformaveis que podem ter propriedades de fluxo variadas e
Opticas que variam de opaco para quase transparente (MASON et al., 2006).
Apesar da instabilidade termodinamica, as NE s&o sistemas cineticamente
estaveis e apresentam diversas potencialidades como sistemas carreadores de
farmacos, especialmente para aqueles de reduzida hidrossolubilidade. Estudos
recentes descrevem a possibilidade de reducdo de toxicidade de farmacos
quando nanoencapsulados aumento de atividade farmacologica e
biodisponibilidade e, em alguns casos, uma liberagéo controlada e direcionada
de farmacos incorporados nesses sistemas.

Como exemplos de produtos nanoemulsionados disponiveis
comercialmente podemos citar a microemulsdo pré-concentrada de
ciclosporina (Sandimmun-Neoral), a qual demonstrou diminuir a variabilidade
farmacocinética do farmaco quando comparada com a formulacéo
convencional, nanoemulsdes de etomidato (Etomidat-Lipuro), diazepam
(Diazemuls), flurbiprofeno (Ropion) e dexametasona (Limethason), que
demonstraram diminuir os efeitos adversos, nanoemulsdo de propofol
(Diprivan), que melhorou a farmacocinética e reduziu efeitos colaterais,
nanoemulsdo de prostaglandina E1 (Liple), que melhorou a farmacocinética.
Embora este nimero ainda seja limitado, é esperado um aumento no namero
de medicamentos com base nanotecnolégica no mercado nos préximos anos,
pois existem muitos em fase de desenvolvimento pré-clinico e clinico

atualmente.

54



2.4.2. Nanocarreadores lipidicos contendo quercetina para administracdo por

via oral

Apesar de apresentar um amplo espectro de atividades farmacoldgicas,
a absorcao da quercetina e sua biodisponibilidade s&o limitadas, devido a sua
baixa solubilidade aquosa e extensa metabolizacdo intestinal e hepatica,
quando administrado por via oral (LEUNER; DRESSMANN, 2002; SINGH et al,
2012).

Recentemente, foi estabelecida a utilidade de sistemas de liberacdo de
QU a base de lipidios, para melhorar a biodisponibilidade oral e/ou a eficacia
terapéutica deste composto (LI et al., 2009; DATE et al., 2011; GAO et al.,
2012). Li e colaboradores (2009) avaliaram a absor¢éao gastrointestinal de QU
apos encapsulacdo em NLS em modelo de perfusdo in situ em ratos. Neste
trabalho, as nanoparticulas foram constituidas de monoestearato de glicerila,
mas foram igualmente preparadas pela técnica de emulsificacédo e solidificacao
a baixa temperatura. Os estudos indicaram que a absorcdo da QU
nanoencapsulada foi de apenas 6,2% apoés 2 horas no estdbmago. No intestino,
0 mecanismo de absorcédo foi a difusdo passiva, ocorrendo principalmente no
ileo e colon. Um estudo farmacocinético foi realizado em ratos apos a
administracdo oral de 50 mg/kg na forma de QU-NLS ou suspensao. A
biodisponibilidade relativa do QU-NLS a suspensao quercetina foi 571,4%.
Estudos farmacocinéticos indicaram que a concentracdo maxima de QU foi de
590 e 12,22 pg/mL, ap6s administracdo da QU livre e de QU-NLS,
respectivamente, na dose de 50 mg/kg.

Nanocapsulas lipidicas contendo QU foram desenvolvidas por Barras e
colaboradores (2009), com intuito de aumentar a sua solubilidade e/ou
estabilidade. As nanocdpsulas foram preparadas utilizando a técnica de
inversao de fases, utilizando os seguintes componentes: triglicerideos do acido
caprico-caprilico (Labrafac), estearato de polietilenoglicol (Solutol), lecitina de
soja, NaCl e agua. As nanocapsulas contendo quercetina apresentaram
tamanho de particula de cerca de algumas dezenas de nanémetros, variando
conforme a proporcéo de Labrafac e Solutol. A encapsulacdo da QU aumentou

sua solubilidade aquosa em torno de 100 vezes e as dispersdes coloidais se
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mostraram estaveis por dez semanas, em termos de eficiéncia de
encapsulacdo, sem a oxidagéo da QU.

Microemulsbes (ME) contendo oleato de etila, Tween 80 e etanol
desidratado como a fase de 6leo e QU foram desenvolvidas por Gao e
colaboradores (2009) com intuito de aumentar a solubilidade e absorcédo oral
de QU. Os estudos de absorcdo em intestinos de ratos in situ evidenciaram a
ocorréncia de diferencas significativas nos parametros de absorcdo entre a
forma microemulsionada e a forma micelar, contendo QU, além de mostrarem
gue a melhor permeabilidade ocorreu no célon, seguida pelo ileo e duodeno.

Dora e colaboradores (2011) desenvolveram formulagdes contendo
quercetina utilizando diferentes tipos de nanocarreadores lipidicos.
Nanoparticulas lipidicas sélidas, nanocarreadores lipidicos nanoestruturados,
nanoemulsdes, e microemulsdes foram formados variando a quantidade de
lipidio liquido (6leo de ricino) e lipidio sdélido (triestearina) e a quantidade de
surfactante empregado. A eficiéncia de encapsulagéo foi superior a 99% para
todas as formulacdes. No entanto a ME foi capaz de encapsular uma maior
quantidade de QU, sendo que a solubilidade aumentou 1.300 vezes quando
comparada com a solubilidade da quercetina em agua.

A atividade anti-inflamatéria da microemulsdo contendo QU
desenvolvida por Dora e colaboradores (2011) foi avaliada em modelo
experimental de asma alérgica em camundongos (ROGERIO et al, 2010).
Neste estudo foi observado que o grupo tratado com microemulsao por via oral
(10 mg/kg) apresentou uma melhor resposta anti-inflamatéria do que o grupo
tratado com a QU em suspensdo. Quando o plasma dos animais foi avaliado,
metabdlitos ativos da QU foram encontrados. Estes dados sustentam
fortemente as propriedades da QU-ME como sistema de liberacdo eficaz e
capaz de melhorar a biodisponibilidade oral do presente flavonoide.

Date e colaboradores (2011) desenvolveram nanocarreadores catibnicos
de fosfolipidios (LeciPlex) para melhorar a eficacia terapéutica da QU para
administracdo por via oral. A atividade anti-inflamatoria da LeciPlex contendo
QU (QU-LeciPlex) foi determinada pelo teste do edema de pata em ratos e a
atividade antitumoral foi determinada em modelo de melanoma em
camundongos e comparada com a QU em suspensao. A QU- LeciPlex, quando

administrada por via oral (50 mg/kg) exibiu atividade anti-inflamatéria e
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antitumoral significativamente maiores (p < 0,01) quando comparada com a da
suspenséo de QU em administrag&o oral.

Liu e colaboradores (2014) estudaram a biodistribuicdo in vivo da QU
qguando incorporada em carreadores lipidicos catidnicos nanoestruturados (QU-
CNLC) de monoestearato de glicerila (lipidio sélido) e triglicerideos de cadeia
média (lipidio liquido). Os nanocarreadores foram preparados pela técnica de
emulsdo a alta temperatura e solidificagdo subsequente a uma temperatura
baixa. A administracdo de QU-CNLC foi testada por via oral em camundongos
(25 mg/kg) em tempos pré-determinados. Na analise dos tecidos por HPLC foi
observado que a QU pode ser acumulada no pulméao, no rim e no figado apos a
administracao oral de QR-CNLC em uma quantidade significativamente maior
de quando comparada com a suspensdo QU. Concluimos assim que o0s
nanocarreadores lipidicos catibnicos nanoestruturados podem ser um sistema
interessante para distribuicdo oral de componentes funcionais hidrofébicos.

Com base nos dados da literatura, pode-se observar que 0sS
nanocarreadores lipidicos demonstram ser promissores para a encapsulacao
da quercetina, especialmente por serem capazes de aumentar sua
biodisponibilidade quando administrada por via oral.

Diante do exposto, neste trabalho foi realizada a otimizagdo de uma
nanoemulsdo contendo quercetina, previamente desenvolvida pelo grupo, com
intuito de aumentar a quantidade de farmaco incorporado ao nanocarreador e
foram avaliadas e correlacionadas as atividades anti-inflamatoria e antioxidante
do sistema desenvolvido, em um modelo de edema de pata induzido pela
carragenina em ratos. Além disso, foram analisados alguns aspectos
toxicolégicos, com intuito de verificar a seguranca do nanocarreador

desenvolvido.
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3. Objetivos

Este trabalho tem o objetivo de obter uma nanoemulséo lipidica com
elevado teor de quercetina, avaliar sua atividade anti-inflamatéria e

antioxidante, bem como investigar sua seguranca toxicoldgica in vivo.

3.1. Objetivos especificos

e Realizar um estudo de formulacdo, com intuito de aumentar a
guantidade de quercetina encapsulada na nanoemulsdo a fim de
otimizar o teor de quercetina encapsulada,

e Caracterizar a nanoemulsdo quanto ao tamanho, potencial zeta,
morfologia, eficiéncia de encapsulacéo e teor de farmaco,

e Realizar um ensaio de liberacao in vitro,

e Avaliar a atividade anti-inflamatoria da nanoemulsdo em modelo
de edema de pata induzido por carragenina em ratos

e Avaliar o efeito antioxidante da administracdo da nanoemulséo
de quercetina in vivo,

e Avaliar o efeito da administracdo da nanoemulsédo de quercetina

sobre os parametros bioquimicos, hematolégicos e toxicolégicos.
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ABSTRACT

The flavonoid quercetin (QU) is a naturally occurring compound with several biological activities. However,
the oral bioavailability of this compound is very low due to the high pre-systemic metabolism in the colon
and liver and its low water solubility. In this context, the development of QU-loaded nanocarriers (NEs) is a
promising approach to improve the drug oral bioavailability. This study investigates the variation of the
concentration of 12-hydroxystearic acid-polyethylene glycol copolymer, lecithin and castor oil (CO) as to
increase the amount of QU encapsulated while maintaining physicochemical characteristics described in
previous studies. To better understand the ability to load and release the drug, we investigated the
molecular interactions between QU and NE. Lipid-based NEs were prepared using CO as oily phase and PEG
660-stearate and lecithin as surfactants. Hot solvent diffusion and phase inversion temperature were
methods employed to produce NEs. The QU-NEs were investigated for physicochemical characteristics and in
vitro drug release. Molecular interactions between QU and the NEs were monitored through the
complementary infrared (Fourier transform infrared) and NMR. The results revealed that it was possible to
incorporate higher amounts of QU in a lipid-based NE with a reduced size (20 nm). The system developed
allow a sustained release of QU probably due to the shell formed by the surfactants around the NE and the
flavonoid ordering effect in the emulsion hydrophobic regions, which may reduce the system permeability.
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Introduction

Quercetin (QU) (3,3',4',5,7-pentahydroxyflavone), a lipophilic com-
pound from the flavonoid family, is a dietary polyphenol widely
found in vegetables, fruits, herb medicine and red wine'?2 This
compound has a broad range of physiological activities including
antioxidant property and anti-inflammatory effect that is likely to be
associated with its ability to scavenge free radicals and block
inflammatory mediators, inducible enzymes and nuclear transcrip-
tion factor activation®=. Other previous studies have presented that
QU at higher doses (3 g/kg) does not exhibit any toxic and harmful
effect in mice®”.

Despite its demonstrated safety and efficacy, the QU usage as a
therapeutic agent remains restricted in clinic due to three major
issues: poor water solubility, short biological half-life and low oral
bioavailability®'". For instance, the QU found in the diet is not
always capable of reaching its highest levels in the human
circulation and its absorption depends on the type and position of
the sugar moieties'®'". The oral bioavailability of the QU in rats
is <17%, whereas in humans, the bioavailability is ~1%°. The reasons
for such poor QU oral bioavailability are low solubility in water
(0.17-7.7 pg/ml), artificial gastric fluids (5.5pg/ml) and artificial
intestinal fluids (28.9ug/ml) and extensive metabolism in the
gastrointestinal tract'2.

A promising approach to improve the water solubility of
lipophilic drugs such as QU consists in incorporating them into
lipid-based nanocarriers (NEs) — a drug delivery system composed of
liquid and solid lipids (or a mixture of both). The advantages of lipid-
based over polymer-based NEs are better tolerability and scaling up
in the industrial production. More importantly, these systems are
capable of protecting the drug from degradation, improve drug
bioavailability and control drug release'>'>. Formulation studies
represent a crucial key to the development of a successful drug
delivery formulation. Physico-chemical characterization of both
carriers and drugs, as well as their mutual interaction at a molecular
level is fundamental in drug discovery.

There is a plethora of research work addressing solubility and
delivery of QU in general. However, the broadness and depth of
work specifically addressing oral delivery of QU remain limited in the
literature. For example, solid lipid NEs (SLN) with 155 nm in size were
developed to enhance the gastrointestinal absorption of QU but
their low loading capacity is a disadvantage'®. Lipid nanocapsules
(LNC) with 30nm'” and microemulsions with 38nm'? have been
produced to increase QU solubility. Such systems have employed
large amount of surfactant and cosurfactant in the formulation thus
introducing higher levels of toxicity. Similarly, self-assembled
phospholipid-based cationic NEs with 400nm' and cationic
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nanostructured lipid carriers with 126 nm'® have shown to improve
the therapeutic efficacy of QU on oral administration. However,
cationic tensoactives can also result in increased toxicity.

In previous studies'>™'*, we have demonstrated that lipid-based
NEs (i.e. solid lipid nanoparticles, nanostructured lipid carriers and
nanoemulsions) could be obtained using the hot solvent diffusion
method, by only changing the composition of the formulations.
While the formation of milky colloidal dispersions was observed at
lower PEG 660-stearate concentrations, optically transparent aque-
ous dispersions with higher capacity to load QU were produced. This
has been associated with the following: (i) critical concentration of
PEG 660-stearate, (ii) the diffusion of the solvent towards the
aqueous phase and (iii) an increase of the temperature above the
phase inversion temperature (PIT) of PEG 660-stearate. The best
system developed in these studies has a monodisperse population
of 20 nm droplets, exhibiting excellent stability and with the ability
to incorporate QU (0.5 mg/ml)'>.

Pharmacology studies developed on a model of murine airway
allergic inflammation have demonstrated that orally administered
nanosized QU emulsions could reduce the asthma process. Such
reduction, however, was not observed after the oral administration
of a QU suspension at the same dose?’. The dosage administered
orally is higher when compared with the parenteral route and the
NE volume is a limiting factor. Oral delivery NEs should have a
significant quantity of incorporated drug to allow the dose-
response testing and they should be small in size to allow
absorption. It is important to note that the type and concentration
of surfactant should be adequate to ensure safety of NEs.

The objective of this study is to increase the amount of QU
encapsulated varying the concentration of QU, PEG 660-stearate,
lecithin and castor oil (CO) while keeping the physicochemical
properties suitable for oral delivery as described in the related work.
To better understand the ability to load and release the drug, we
also investigated the molecular interactions between QU and NEs.

Methods

Materials

Quercetin, 12-hydroxystearic acid-polyethylene glycol copolymer
(PEG 660-stearate/Solutol HS15®), CO and deuterated water/sodium
3-(trimethylsilyl)-[2,2,3,3-2H4]-1-propionate (TSP, 0.05%) were pur-
chased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Hydrogenated soybean
lecithin  (Phospholipon 80®) was purchased from Lipoid
(Steinhausen, Switzerland). High-performance/pressure liquid chro-
matography (HPLC) grade methanol was purchased from Pareac®
(Barcelona, Spain) and HPLC grade water was prepared using a Milli-
Q system from Millipore® (Billerica, MA). Ethanol, acetone, phos-
phoric acid and other chemicals used in the study were of analytical
reagent grade.

Preparation of the QU-NE

The NE was prepared using the hot solvent diffusion method
associated with the PIT'3, Briefly, a mixture with QU, CO and lecithin
in acetone:ethanol (60:40, v/v; 5ml) at 60°C was added to an
aqueous phase (50 ml) containing the PEG-660 stearate surfactant
previously heated at 80 °C, under magnetic stirring, at 700 rpm. The
resulting colloidal suspensions were then cooled to room tempera-
ture. The organic solvent was evaporated under reduced pressure
(23 mbar; ~15min), and the final volume reduced to 20ml, to
ensure that the final formulation contained no organic solvent.
Finally, the colloidal suspensions were filtered through an 8-pum
filter. The tested formulations, prepared in triplicates, are

summarized in Table 1. For the preparation of QU-loaded NEs
(QU-NE), the drug was added to the organic phase of the
formulation. The effect of oil (CO), surfactant (PEG-660 stearate)
and co-surfactant (soybean lecithin) amount on the size, zeta
potential, morphology, drug content and release from the NEs was
evaluated and correlated to molecular interactions studies.

Size and zeta potential measurements

The particle size and zeta potential of the NEs were obtained
through light scattering and laser-Doppler anemometry, respect-
ively, using a Zetasizer Nano Series from Malvern Instruments
(Worcestershire, UK). The particle size measurements were per-
formed at 25 °C after appropriate dilution of the samples in distilled
water. Each size analysis lasted 300 s and it was performed with a
detection angle of 90°. The hydrodynamic radius was determined
using Stokes-Einstein’s equation, R=(kg7/67mD), where «g is
Boltzmann’s constant (J/K), T is the temperature (in K), D is the
diffusion coefficient and n is the viscosity of the medium — water in
this case (n =0.89 cP at 25°QC).

For zeta potential measurements, the samples were diluted in
ultrapure Milli-Q® water (Billerica, MA) and placed in the electro-
phoretic cell where an alternating voltage of +150 mV was applied.
The zeta potential values were calculated as mean electrophoretic
mobility values using Smoluchowski’s equation.

Transmission electron microscopy

Drops of 0.001% (w/v) NEs were deposited on glow-discharged
carbon-coated copper grids and they were stained with 2% uranyl
acetate. Specimens for cryo-TEM were prepared by quench-freezing
thin liquid films of 0.1% (w/v) dispersions into liquefied ethane
(—182°C) using a Leica EM-GP humidity-controlled workstation.
They were mounted in a Gatan 626 cryoholder cooled with liquid
nitrogen and transferred to the microscope. The specimens were
observed at low temperature (177 °C), using a Philips CM200 “Cryo”
microscope operating at 80kV. A low-dose procedure was used to
reduce radiation damage in the areas of interest before actual image
recording on Kodak SO163 films?'.

Determination of QU concentration in the NEs

The QU content and entrapment efficiency were determined by
HPLC analysis. It was performed on a Shimadzu LC-20AD system
(Kyoto, Japan) equipped with a LC-20AD pump, SPD-20A UV
detector, CMB-20A system controller, CTO-20AC column oven. The
sample injection was done through a Rheodyne 7125 valve with a
20-ul loop. The detector was set at 369nm and peak areas
integrated automatically by computer using a LC solution® software
program (Kyoto, Japan). The experiments were carried out using a

Table 1. Composition of the nanocarriers as prepared through the hot solvent
diffusion technique associated with the phase inversion temperature method.

Nanocarrier PEG 660-stearate (%; p/v) CO (mg) LEC (mg) QU (mg)
QU-NE 1 1.2 100 10 10
QU-NE 2 1.2 100 10 15
QU-NE 3 1.2 100 10 20
QU-NE 4 1.2 100 10 25
QU-NE 5 1.2 120 10 25
QU-NE 6 1.2 100 20 30
QU-NE 7 1.2 120 20 30
QU-NE 8 1.5 150 20 30

CO, castor oil; LEC, lecithin; QU, quercetin.
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reversed-phase Zorbax ODS Agilent Technologies® (Wilmingnton)
C18 column (150 mm x 4.6 mm |.D., with a particle size of 5um),
maintained at 40+1°C. The mobile phase consisted of a 1%
phosphoric acid:methanol mixture (45:55 v/v; pH 2.7) and was
eluted isocratically at a flow rate of 1ml min .

ICH?? was used to validate the HPLC method using the following
parameters: specificity, linearity, accuracy, precision and determin-
ation of the limits of detection (LOD) and quantification (LOQ). The
calibration graph for QU was linear over the range of 0.25-
10ug ml~ " (P=0.9997). The regression equation of the media
calibration graph (n=3) was y=97 397x+542.58. The variance
analysis (ANOVA) confirmed the linearity of the method
(Feat > Feiticas p=0.05). The detection limit and quantification
limits were 0.0670 and 0.2030 ug ml ~, respectively, indicating that
the method was sufficiently sensitive to be used to determine the
QU content in the colloidal suspensions. The recovery values ranged
from 97.0% to 103.0% satisfying the acceptance criteria for accuracy
in this study. The intra-day and inter-day relative SD values
were <3%, indicating an acceptable variability of the QU content
determination (p <0.05).

For HPLC analysis, an aliquot of NE was completely dissolved in
mobile phase. The QU content (total concentration) in the NE was
calculated after determining the drug concentration in the
methanolic solutions and was expressed in ug of QU/ml of NE.
The QU recovery was calculated as being the percentage of the total
drug concentration found in the NE in relation to the initially added
amount. The entrapment efficiency (%) was estimated as the
difference between the total concentration of QU and the super-
natant concentration obtained by ultrafiltration/centrifugation pro-
cedure using Ultrafree-MC membranes 10000 NMWL from
Millipore® (Billerica, MA). All samples were analyzed in triplicates.

In vitro release studies

For the experiment, 2ml of the NE was placed into a dialysis bag
MWCO 10000 from Sigma-Aldrich® (Missouri St. Louis, MO). The
dialysis bags were placed into a beaker containing 250ml of
ethanol:distilled water (35:75, v/v; pH 4.0) solution to maintain sink
conditions. The release medium was maintained at 37°C under
magnetic stirring at 75 rpm. Samples of the release medium were
taken after 0.5, 1, 2, 4, 6, 8 and 24h. The release medium was
immediately replaced with fresh medium. The samples were
analyzed by HPLC under the same conditions as described earlier.
To evaluate the effect of the dialysis membrane on the drug release
rate, a solution of QU in ethanol was placed into a dialysis bag and
the QU diffusion through the membrane was assayed using the
same conditions. All the experiments were carried out in triplicates.
The cumulative amounts of QU released (in %) were plotted against
time (h). For kinetics evaluation of the release profiles, the data were
fitting to the model-dependent of zero order, first order and
Higuchi, as follows:

0=0,+Kt (Zero — Order Model)
InQ =1nQ, — Kt (First — Order Model)
0 =Ki'? (Higuchi model)

where Q is the amount of drug released in time t, Q, is the initial
concentration of drug and K is the model release constant.
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In order to compare, the release profiles of QU from NEs (QU-NE 3
and QU-NE 8) were used the model-independent methods, i.e.
difference factor (f;) and similarity factor (f,), as follows:

fU=1[(_ > _IP1,— P2,1)/(,_; ¥ P1,)] x 100 (Difference Factor)

fr="50log{[1 + 1/m—1 Y (P1, — P2,)*] *} x 100
(Similarity Factor)

where n is the number of release sample times, and P1, and P2, are
the percent released of QU at each time, t, from QU-NE 3 and QU-NE
8, respectively.

HATR-FTIR measurements

Horizontal attenuated total reflectance-Fourier transform infrared
(HATR-FTIR) measurements were performed using Shimadzu IR
Prestige-21 equipment (Kyoto, Japan), at 23 °C. The NEs, pure or
loaded with QU (1.0 or 1.5 mg/ml), were deposited on a ZnSe crystal
support. Interferograms were averaged for 50 scans, collected in the
frequency range from 400 to 4000cm ', with a resolution of
2cm . The spectra were analyzed through Shimatzu IR solution
software 1.5. Frequency values shifts as well variations in the
bandwidth of the NEs vibrational bands were analyzed. Bandwidths
were measured relative to a straight base line at 3/4 of peak height
position?>2,

NMR spectroscopy

Acyl methylenes 'H spin-lattice relaxation times (T;) of NEs pure and
containing the QU were obtained using a NMR Anasazi Instrument
60 MHz (Indianapolis). Inversion recovery pulse sequences (180°-7
90°) were performed at 20°C, with time delay (7) ranging from 0.2
to 102.4s, using deuterated water as solvent. Chemical shifts were
referenced to TSP signal at 0ppm?. The T1 values and relative
intensities were obtained by fitting the exponential data to the
NUTS code.

Results

Preparation and characterization of the QU-NE

To incorporate a larger amount of QU in the system, a formulation
optimization was carried out by varying the amount of oil, surfactant
and co-surfactant (Table 1) and the effect was evaluated on the size,
zeta potential, morphology and QU content and release from the NEs.

Size and zeta potential measurements

A summary of the physicochemical properties, QU content and
recovery in the NEs is presented in Table 2. For QU-NE 1, 2,3 and 8, a
mean size of ~20nm and a polydispersity index (PDI) of 0.2 were
measured and the zeta potential was negative (up to—5mV).
Analysis of size and zeta potential for QU-NE 4, 5, 6 and 7 indicate
that they are polydisperse systems with a destabilization after visual
inspection (Figure 1). Hence, the formulations QU-NE 1, 2, 3 and 8
were chosen for the determination of QU content. Results are similar
for unloaded NEs (data not shown).

Transmission electron microscopy

Transmission electron microscopy images of QU-NE 3 and QU-NE 8
are shown in Figure 2. The images of negatively stained
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Table 2. Physico-chemical characteristics of quercetin-loaded nanocarriers.

NE Size (nm) PDI (-potential (mV) QU content (ng/ml) Recovery (%)
QU-NE 1 18.67 = 0.80 0.12+0.01 —2.12+1.00 495.8+25.5 99.3+5.2
QU-NE 2 18.24+0.20 0.16 £ 0.03 —5.14+£0.80 7180+ 15.7 95.8+2.1
QU-NE 3 18.93+0.20 0.18£0.01 —4.81+1.40 1000.9+£9.9 100.9+3.2
QU-NE 4 81.27 £56.43 0.26 +0.07 —13.14£104 - -
QU-NE 5 6750.0+2.53 1.00+£0.29 —14.15+2.36 - -
QU-NE 6 5160.0 +2.53 0.87£0.22 —13.90+1.62 - -
QU-NE 7 6470.0 +3.47 0.74 +£0.05 —17.10£3.11 - -
QU-NE 8 19.25+0.20 0.2040.01 —5.34+0.50 1492.0+21.1 99.5+0.1

PDI, polydispersity index.

Figure 1. Visual inspection of nanosized emulsions.

preparations suggest that in both cases, the particles exhibit some
faceting (Figure 2a and b). Qualitatively, the particles in QU-NE 8
seem to be slightly larger than those in QU-NE 3. Since the particles
are soft/liquid, however, they are expected to spread and flatten to
some extent during drying on the carbon film. The apparent shape,
size and size distributions should be considered with caution. Cryo-
TEM was performed in order to observe the systems in which the
morphology would be preserved. Although the contrast is rather
low due to the small size and low density of the objects embedded
in vitreous ice, the particles still have a facetted aspect (Figure 2b
and d). In addition, the contrast of some particles observed at higher
magnification would be consistent with nanocapsule morphology,
as it can be more clearly observed from the QU-NE 3 suspension
(inset in Figure 2b). The average diameter measured from a
population of about 300 particles is ~15nm for both QU-NE 3
and QU-NE 8, in rather good agreement with DLS data (~19nm).
The precision cannot be better due to the lack of definition of the
particle contour. The slightly larger value measured by DLS may
come from the fact that the corona of PEG-660 stearate molecules
may not be visualized in cryo-TEM images due to a very low density.

Determination of QU concentration in the NEs

The drug content, determined by HPLC, showed that it was possible
to encapsulate 1.5 mg/ml of QU, in QU-NE 8. It is 3 times the amount
of drug when compared with QU-NE 1, while maintaining the
physicochemical characteristics. The entrapment efficiency was
done for formulations QU-NE 3 and QU-NE 8, and it has been
observed that the drug incorporation was ~100% in both
cases (Table 2).

In vitro release studies

Figure 3 shows the in vitro release kinetics of QU from QU-NE 3 and
QU-NE 8 in ethanol:distilled water (35:75, v/v; pH 4.0) at 37°C.
Release experiments were carried out at pH 4.0 due to the low
stability of QU in neutral and basic pH values. The experiments
were carried out in sink conditions, since the maximum concen-
tration of QU that were reached in the release medium corres-
ponded to 10% of its saturation concentration (1.8 mg/ml). QU
release profiles were characterized by biphasic kinetics, consisting
of a faster release in the first 8 h, followed by a sustained release of
the drug over 24 h. The release of the QU from nanoemulsions
followed a first order kinetics (Table 3), in that the release velocity
is directly related to the remaining concentration into carrier. The
first order rate constant (K) indicated that QU exhibits controlled
release when incorporated into nanoemulsions. However, the
comparison factors showed that the release profile of QU-NE 3 was
similar to the release profile of QU-NE 8, since f; was<15 and
f,>50 (f;=8.61 and f,=71.38).

Molecular interactions studies
HATR-FTIR measurements

HATR-FTIR spectra of NEs, pure and loaded with QU, were recorded
in order to detect the NEs vibrational modes which are affected by
QU, as well as the changes induced by the flavonoid at the
membrane (Figure 4). For unloaded NE, the following vibrational
peak frequencies were detected and analyzed: (a) the phosphate
antisymmetric stretching vibration (v, PO, "), at 1220.94cm ~'; (b)
the carbonyl stretching mode (v C=0), at 1691.57 cm ~ '- the ether
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Figure 2. TEM images of nanocarriers QU-NE 3 (a and b) and QU-NE 8 (c and d): (a and ¢) negative staining and (b and d) cryo-TEM. The inset in (b) is a magnified view of

the particles. All scale bars: 50 nm.

Table 3. Kinetics parameters obtained from QU release profiles.

Free-QU QU-NE 3 QU-NE 8
Correlation coefficient ()
Zero order 0.9268 0.7824 0.8491
First order 0.9934 0.9664 0.9998
Higuchi 0.9847 0.9568 0.9724
First order parameters
Equation y=—-0.3333 y=—0.0867 y=—0.1226
X +4.5614 X +4.4698 X +4.6082
K™ 0.34 0.09 0.12

stretching vibrations (v C-O-C), at 1458.18 and 1095.57 cm ~ '; the
symmetric and antisymmetric stretching vibrations of the acyl
chains methylenes, at 2856.58 and 2927.94cm ~ ', respectively. In
these spectra, no changes induced by QU were detected on NE
frequencies. Some FTIR bands are sensitive to hydration conditions,
such as the v,; PO,” and v C=0 ones®. Since no significant
variation in the NE vibrational mode frequencies was observed after
interaction with QU, it can be suggested that the flavonoid does not
modify the number of hydrogen bonds among the phosphate and
carbonyl groups contained in NEs and the hydrogen atoms of QU or
water.

The variations on the NE HATR-FTIR vibrational peak bandwidths
(at 3/4 of peak height) after interaction with QU are listed in Table 4.
The bandwidth variations reflect possible conformational changes,
as well as alterations on the motional degree of freedom induced by
QU in the NEs. In general, the group bandwidth increases as the
molecular motional freedom increases?’.

The analysis of the HATR-FTIR bandwidths showed that the polar
region of QU-NE 3 was affected by QU, whereas this flavonoid
interacted with all the regions (polar, interfacial and hydrophobic
ones) of QU-NE 8 system. A disordering effect induced by QU at
1 mg/ml (QU-NE 3) was observed in the phosphate group (present
on the lecithin component), at the NE polar region, since the
flavonoid increased the v,s PO, bandwidth in ~12%. At 1.5 mg/ml
(QU-NE 8), this increase corresponded to 20% (Figure 3). With
respect to the v C=0 band, it was possible to observe a bandwidth

100-
3 80
go
E 404 8 Free-QU
8 - QU-NE3
& 20 -+ QU-NE8

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Time (h)

Figure 3. Cumulative percentage of QU released from nanocarriers.

increase of ~21%, induced by QU only at the concentration of
1.5mg/ml, indicating that the flavonoid also disordered the inter-
facial region of the system (probably on carbonyl regions of the CO
and PEG-660 stearate). At the concentration of 1.0mg/ml, no
significant changes induced by the flavonoid were detected in the
NEs v C=0 band.

With respect to the QU effects on the NE hydrophobic region, the
flavonoid, at concentrations of 1.5mg/ml (in QU-NE 8), induced a
decrease of 20% on the v, CH, band (Figure 4). These results
suggest that, at 1.5mg/ml, the flavonoid promotes an ordering
effect at the NE acyl chain methylenes (located on lecithin, CO and
PEG-660 stearate components). It is important to note that the
significance of the bandwidth variations described earlier is in
agreement with previous studies reported in the literature?®’.

NMR spectroscopy

The effect of QU on the NE acyl chain methylenes was also observed
by NMR T; measurements. At 1 mg/ml, the QU-induced variation on
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Figure 4. HATR-FTIR spectra of unloaded-NE and loaded with quercetin at 1.0 mg/ml (QU-NE 3) as well as at 1.5 mg/ml (QU-NE 8). Zooms of FTIR phosphate antisymmetric
stretching vibration (v,5 PO,) and acyl chain methylenes symmetric stretching vibration (vs CH,) bands, related to unloaded-NE (A), nanocarriers containing quercetin
1 mg/ml, QU-NE 3 (B) and nanocarriers containing quercetin 1.5 mg/ml, QU-NE 8 (C) are also showed. Interferograms were obtained from the average of 50 scans, with a

resolution of 2cm ~, in a frequency range of 400-4000cm ~ .

Table 4. Influence of quercetin on the FTIR bandwidth of nanocarriers.

Vibrational mode assignment Unloaded-NE QU-NE 3 QU-NE 8
Bandwidth (cm™") Bandwidth (cm™") Variation (cm ™) Bandwidth (cm ™) Variation (cm ™)
vs CH, 15.00 15.00 0.00 12.00 3.00
v C=0 70.83 70.80 0.03 90.00 20.83
Vas POy~ 833 9.49 1.16 10.00 1.67

nanocapsules "H T; was not detectable (data not shown). However,
the incorporation of 1.5mg/ml QU reduced the recovery 'H T,
(obtained from the curves showed on Figure 5) of NEs acyl chains
methylenes (at 1.56 ppm) from 3.84 (related to unloaded nanoemul-
sion) to 3.77 s, which corresponds to QU-loaded systems (Figure 5).
For NE systems, the 'H T, variation of 0.07 s suggests a discrete
ordering effect induced by QU?2. This is in agreement with FTIR
results.

Discussion

The main results in the present study are the demonstration that it
was possible to incorporate higher amounts of QU in a lipid-based
NE with a reduced size and morphology of a nanocapsule that can
be administrated through the oral route. The molecular interaction
studies allowed the understanding of system structure and drug
release rate.

Several types of NEs with QU have been developed in the
literature, but only a few studies specifically address lipid NEs for
orally delivery. Solid lipid NEs (SLN) composed of glyceryl
monostearate, soya lecithin, Tween-80 and PEG 400 have shown
to enhance the gastrointestinal absorption of QU'®. These NEs with
a size of 155nm are capable of improving bioavailability of QU as
compared with QU suspension in rats after oral administration.
Although SLN is a promising delivery system to enhance the oral
absorption of poorly water-soluble drugs, the limited loading
capacity is a disadvantage with a drug loading average of 13%'®.
Barras et al.'” produced LNCs to increase the solubility of QU. The
best system described in this study was composed of caprylic/capric
triglyceride (20%), soybean lecithin (3%) Solutol® HS15 (32.4%) and
QU (3%). The nanocapsules had size of 44nm and were able to
incorporate ~1.5mg/ml of QU. Microemulsion systems have also
been developed to increase the solubility and oral absorption of

QU™ In this study, the optimized microemulsion formulation
consisted of ethyl oleate (7%, w/w), Tween-80 (48%, w/w) and
dehydrated ethanol (45%, w/w). Under this condition, the mean
droplet diameter of microemulsion was 38.9 nm and solubility of QU
was 4.138 mg/ml. In both cases described earlier, the solubility of
QU increased significantly due to the great amount of surfactant
and cosurfactant used in the formulation and this can be related to
higher toxicity. Self-assembled phospholipid-based cationic NEs
with 400nm'™ and cationic nanostructured lipid carriers with
126 nm'® were developed for improving the therapeutic efficacy
of QU on oral administration. Despite cationic NEs have gained
increased attention in drug delivery for their interactions with
negatively charged intestinal mucosa, it is well known that cationic
tensoatives can result in toxicity, ulceration and damage to
gastrointestinal mucosa dependent on their structure and
concentration.

Our NEs have shown some advantages after the optimizations of
formulation performed in this study. It has been possible to
incorporate a large amount of QU (1.5 mg/ml) in NEs that are smaller
(20nm) and use less surfactant and cosurfactant (Table 1). The
system physicochemical properties led to improved QU bioavail-
ability?>% with interesting therapeutic effects in vivo, such as anti-
inflammatory and antioxidant.

Formulations were prepared through the combination of the two
low-energy methods, hot solvent diffusion and PIT, as previously
described'®. The mean particle size and PDI were ~20nm and 0.2,
respectively.

A size of ~20nm is generally reported in the literature for
microemulsions°. The common types of colloidal dispersions that
can be created from oil, surfactant and co-surfactant are micro-
emulsions and nanoemulsions. The most fundamental way for
distinguishing nanoemulsions and microemulsions is in terms of
their thermodynamic stabilities and fabrication methods.
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Figure 5. Recovery of methylene protons FID (free induction decay) signals after
several inversion pulses for unloaded NE (open squares) and loaded with quercetin
1.5mg/ml (QU-NE 8, open circles). From these curves, the proton spin-lattice
relaxation time (*H T;) value for each sample was calculated. The 'H T, data were
reached at 60 MHz, 23°C, using a 7 range of 0.2-102.4 s.

Microemulsions can be formed spontaneously by simply bringing
oil, water and surfactant together at a particular temperature
without supplying any external energy as they are thermodynam-
ically stable systems. In contrast, nanoemulsions require the input of
external energy to convert the separate components into a colloidal
dispersion because they are thermodynamically unstable systems®'.
In our case, it was necessary to input external energy, but probably
the association of both methods, solvent diffusion and PIT,
contributes to the development of the nanoemulsion system with
a size characteristic of the microemulsions.

We observed that the compounds variation allowed higher QU
incorporation in the NE. Our best results were for the QU-NE 3 and
QU-NE 8 in which it was possible to encapsulate ~1 and 1.5 mg/ml
QU, respectively, while maintaining good physicochemical proper-
ties. We associate this effect with the largest amount of CO and PEG-
660 stearate in the formulation. In comparison with the previous
studies, the system developed in this work allowed incorporate a
larger amount of QU that is essential for further experiments in vivo.
The preparation of optimal formulations belonging to the nano-
meter range, with monodisperse size characteristics, that were
stable upon dilution was strongly dependent on the proportions of
compounds and reports in the literature also have shown that
increasing the surfactant concentration increased the entrapment
efficiency for lipid nanoparticles2.

Zeta potential is a measurement of the magnitude of the
electrostatic or charge repulsion or attraction between particles, and
is one of the fundamental parameters known to affect stability. It is
currently accepted that zeta potentials >|30| mV are required for full
electrostatic stabilization. However, this rule does not strictly apply
to systems, which contain steric stabilizers®>. In our case, the low
zeta potential values (—4 mV) did not represent a low stability of the
system. Previous studies'>™"® indicate that the negative charge of
the nanosized emulsions was provided by the presence of charged
phospholipids as phosphatidylserine, phosphatidylinositol and
phosphatidic acid in the lecithin powder and the zeta potential
was reduce with the increase of the PEG-stearate concentration. The
reduction observed in zeta potential values reaching values near to
zero can be explained by the location of polyethylenoglycol chains
of PEG 660-stearate at the droplet surface. This occurs probably due
to the complete hiding of the negative charges by the polyethylene
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glycol chains of the PEG-660 stearate. The reduction of surface
charge of the nanoparticles and the steric stabilization of the
colloidal dispersions provided by the presence of PEG chains have
been reported in several studies concerning the preparation of
stealth nanoparticles*.

The release studies using a non-biorelevant media can be
considered as a first approach to gain information on the drug
release from a pharmaceutical dosage form*®. The purpose of the
release study in this work was to evaluate if the QU could be
satisfactorily released from formulations, considering that a drug
only may be absorbed through the gastrointestinal tract and act on
tissue if it is firstly released from formulations. In this case, the
chosen medium for release study should consider mainly the drug
solubility than its correlation with biological medium. In this sense,
preliminary studies showed that QU has high solubility and stability
in ethanol:distilled water (35:75, v/v; pH 4.0), making it suitable to
the proposed release studies, however, the use of hydroalcoholic
solution for release tests should be considered a preliminary choice.
In this media, the release of QU occurred at the similar rate for QU-
NE 3 and QU-NE 8 as demonstrated by f7 and 2, but more slowly
from the release profile obtained for free drug. The velocity of
release (K) from nanoemulsions was ~3 times smaller, indicating
that the NEs were able to control the release of the drug. The
mixture of the lecithin and PEG-660 stearate surfactants probably
self-assembled into mono or multilayers, forming a shell around
the NEs.

TEM and cryo-TEM images suggest that the particles exhibit some
facetted aspect and the contrast of some particles observed at
higher magnification would be consistent with a nanocapsule
morphology. It is in agreement with a previous study of our group
that SAXS results indicate an internal structure of a nanosized
emulsion with a core-shell spherical structure'®. LNCs were firstly
described by Heurtault et al.3", in this study, they prepared a lipid NE
made with caprylic-capric acid triglycerides, soybean lecithin at 69%
of phosphatidylcholine and PEG 660-stearate. This formulation
allowed to form a LNC because the mechanical ability to PEG-660
estearate be slightly cohesive, while keeping the initial structure, is
interesting because such a system could support its own break (low
Ee) without generating a coalescence phenomenon due to the
surfactant departure (low Ene).The hydrophilic interactions between
the ethylene oxide units of PEG-660 stearate at the interface should
explain this result. Consequently, such elasticity properties, which
are characteristic of this structure, should favor the regular breaking
of droplets into nanostructures using a physical shock. Their
structure was found to consist of an oily liquid triglyceride core
surrounded by a tensoactive cohesive interface (i.e. a nanocapsule
system). This group developed and patented LNCs and they are
characterized by a hybrid structure between polymer nanocapsules
and liposomes®'. This system is very similar to the one described
here also because also allowed extended release profile.

In addition, since the NE hydrophobic region contains several
fatty acids with 18 carbons in their alkyl chains, it is possible that the
hydrophobic region of the NEs plays an important role in the slower
QU release behavior, when compared with the free drug. In fact, the
FTIR and NMR analyzes indicated that QU interacts with different
regions of the NE components, such as the polar (the phosphate
group of lecithin), interfacial (the carbonyl groups located in lecithin,
CO and PEG-660 stearate) and hydrophobic (the methylene groups
located in lecithin, CO and PEG-660 stearate) ones. The consequence
of this interaction is a probable anchoring of QU causing a
disordering effect on the polar and interfacial regions and ordering
of the hydrophobic region, probably due to an increase of the
intermolecular contacts in this part of the NE. The effect of an active
substance on the order of a system is related to the permeability of
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the latter®®”. Thus, in the surfactant nanocapsule shell, QU would
be released from the polar and interfacial regions of the compo-
nents lecithin and PEG-660 stearate, but the ordered NE-hydropho-
bic region (including the lecithin, PEG-660 stearate and also the CO
hydrophobic regions), with a reduced permeability, could retain
more QU and allow the sustained release of the flavonoid, as
observed in the in vitro release studies. Studies of QU molecular
interaction with the NE were essential to a better understanding the
system structure and their release rate. Additional structural studies
of the particles, however, are still needed for a complete compre-
hension of these phenomena.

Conclusion

The results presented in this article revealed that it was possible to
incorporate higher amounts of QU in a lipid-based NE with a
reduced size and morphology of a nanocapsule. The dissolution
data showed good fitted to a kinetic of first order release of QU
probably due to the shell formed by the surfactants around the NE
and the flavonoid ordering effect in the emulsion hydrophobic
regions, which may reduce the system permeability.
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ABSTRACT

Purpose This study evaluates the advantage of the quercetin
encapsulation in nanosized emulsion (QU-NE) administered
orally in rats in order to demonstrate its anti-oedematous and
antioxidant effects as well as its toxicity.

Methods The nanocarriers were prepared using the hot sol-
vent diffusion with the phase inversion temperature methods.
The nanocarriers physicochemical properties were then inves-
tigated. The anti-edematous activity was tested using paw
edema in rats. In addition, NF-kB expression in subcutaneous
tissue of the paws was accessed by immunohistochemistry
while the lipid peroxidation was analyzed in the liver by
malondialdehyde reaction with thiobarbituric acid. Hemato-
logical, renal and hepatic toxicity as well as the genetic dam-
age were also evaluated.

Results The results demonstrated that QU-NE exhibited
pronounced anti-oedematous property comparable to drug
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diclofenac. This effect was associated with NF-kB pathway
inhibition. The lipid peroxidation was also only reduced in
rats treated with QU-NE. Besides this, no genetic damage,
hematological, renal or hepatic toxicities were observed after
administration of QU-NE.

Conclusions These results suggest that quercetin nanosized
emulsion exhibits anti-oedematous and antioxidant properties
and does not demonstrate toxic effects. This indicates that it
has a potential application in the treatment of inflammatory
diseases.

KEY WORDS anti-oedematous activity - antioxidant -

inflammation - lipid nanocarriers - quercetin - toxicity

ABBREVIATIONS

ALT Alanine-aminotransferase

AST Aspartate-aminotransferase

CMC Carboxymethylcellulose

CcO Castor oil

HBSS Hank’s balanced salt solution

HEPES Sodium 4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonate

HPLC High pressure liquid chromatography

LY Metoprolol tartrate and lucifer yellow

MDA Malondialdehyde

MES Methanesulfonic acid

MN Micronucleus

NCEs Normochromatic erythrocytes

NE Unloaded nanosized emulsion

NSAID Nonsteroidal anti-inflammatory drug

Papp Intestinal permeability coefficients

PCEs Polychromatic erythrocytes

PDI Polydispersed index

PEG 660- 12-hydroxystearic acid—polyethylene glycol

stearate copolymer

PIT Phase inversion technique
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QuU Quercetin
QU-NE

Quercetin nanosized emulsion

QU-SUSP Free quercetin

ROS Reactive oxygen species

TEER Transepithelial electrical resistance
INTRODUCTION

Inflammation is a normal biological process in response to a
tissue injury, microbial pathogen infection and chemical irri-
tation. At the damaged site, inflammation starts with the mi-
gration of immune cells from blood vessels due to the release
of mediators. The uncontrolled or exacerbated inflammation
could cause increase of cells recruitment and pro-
inflammatory mediators as well as oxidative burst (reactive
oxygen species for example). This could lead to tissue damages
as observed in several inflammatory diseases (1—4).

The most used drugs for the treatment of inflammatory
diseases such as asthma, arthritis, glomerulonephritis and oth-
er are the steroidal (corticosteroids) and nonsteroidal anti-
inflammatory drugs (NSAIDs). Although such drugs have pro-
nounced pharmacological activity, they present severe adverse
effects that preclude their long-term use (5). The search for
new molecules and drugs carriers could contribute to the de-
velopment of new anti-inflammatory drugs more effective and
with less adverse effects (5,6).

Quercetin (3,3',4",5,7-pentahydroxyflavone — QU), a rep-
resentative compound of the flavonoid family, is one of the
most common dietary polyphenols. QU is widely spread in the
plant kingdom, found in vegetables, fruits, medicinal herbs
and red wine. Several studies have shown the multiple biolog-
ical activities of QU. Among them, it is the pronounced anti-
inflammatory property, an effect that is associated with the
QU ability to block inflammatory mediators, inducible en-
zymes and nuclear transcription factor activation (7-9). QU
could also reduce inflammation through the scavenge of free
radicals that activate transcription factors to generate pro-
inflammatory cytokines, which are often found in clinical pa-
tients suffering from chronic inflammatory diseases (10,11).
However, the poor aqueous solubility, short biological half-
life, and low oral bioavailability hamper the application of
QU as a therapeutic agent (12—14).

Incorporating QU into lipid-based nanocarriers is an ap-
proach to deal with drugs poor water solubility, protect them
from degradation, improve compound bioavailability, and
control the drug release process. Lipid nanocarriers are typi-
cally composed of biocompatible lipid core and hydrophilic
surfactant at the outer shell, which can entrap the lipophilic
drugs in the inner lipid core and enhance their solubility in
gastro-intestinal fluids, thereby promoting the intestinal ab-
sorption, enhanced bioavailability of the drug or sustained
duration of action (15,16).

@ Springer

Previous studies of our rescarch group have shown the
feasibility of incorporating QU into lipid systems (17-19).
Pharmacology studies carried out in a murine airway allergic
inflammation model demonstrated that the orally adminis-
tered nanosized emulsion with QU could reduce the asthma
process. Such a reduction was not observed after the oral
administration of a quercetin suspension at the same dose
(20). Also, QU-NE demonstrates a protective role against
neuro- and hepatoxicity induced by oxaliplatin (21). Following
up on these results, here we investigate the advantage of the
quercetin encapsulation in nanosized emulsion in order to
prove the anti-oedematous and antioxidant effects of QU lipid
nanocarriers administered orally in rats as well as its toxicity.

MATERIAL AND METHODS
Materials

Quercetin (QU), 12-hydroxystearic acid—polyethylene glycol
copolymer (PEG 660-stearate/Solutol HS15®), castor oil
(CO), A-carrageenan, tiobarbituric acid were purchased from
Sigma—Aldrich (Missouri, USA). Diclofenac was purchased
from Novartis® (Sao Paulo, Brazil). Carboxymethylcellulose
(CMC) was purchased from Natural Pharma (Sdo Paulo, Bra-
zil). Hydrogenated soybean lecithin (Phospholipon 80®) was
purchased from Lipoid (Steinhausen, Switzerland). Alanine-
aminotransferase (ALT), aspartate-aminotransferase (AST),
urea and creatinine were purchased from Labtest (Sdo Paulo,
Brazil). High-pressure liquid cromatography (HPLC) grade
methanol was purchased from Parecac® (Barcelona, Spain)
and HPLC grade water was prepared using a Milli-Q) system
from Millipore (Billerica, USA). Ethanol, acetone, phosphoric
acid, and other chemicals used were analytical reagent grade.
Hank’s balanced salt solution (HBSS), sodium 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonate (HEPES),
methanesulfonic acid (MES), trypsin, metoprolol tartrate
and lucifer yellow (LY) were purchased from Sigma—Aldrich
(Missouri, USA).

Preparation and Characterization
of the Quercetin-Loaded Nanosized Emulsion
and Quercetin Suspension

The nanosized emulsion (NE) was prepared using the hot
solvent diffusion method with the phase inversion technique
(PIT) (19). Briefly, a solution containing QU, castor oil (CO)
and lecithin in acetone:ethanol (60:40, v/v) at 60°C was added
to an aqueous phase containing surfactant PEG 660-stearate
at 80°C, under magnetic stirring (700 rpm). The resulting
colloidal suspensions were then cooled to room temperature,
the organic solvent evaporated under reduced pressure, and
the final volume adjusted to 20 mL. Finally, the colloidal
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suspensions were filtered through an 8 pm filter paper. QU
was added to the organic phase of the formulation to prepare
the nanosized emulsion (QU-NE). As for the biological exper-
iments, free quercetin (QU-SUSP) was administered in a sus-
pension form which has been prepared through the addition
of equivalent QU amount to aqueous carboxymethylcellulose
dispersion (0.5%; p/v).

Size and Zeta Potential Measurements

Particle size and zeta potential have been determined using
light scattering and laser-doppler anemometry, respectively,
using a Zetasizer Nano Series (Malvern Instruments,
Worcestershire, UK). Particle size measurements were per-
formed at 25°C after appropriate dilution of the samples in
distilled water. Each particle size analysis lasted for 300 s and
it was performed with an angle detection of 90°. Stokes-
Einstein’s equation was used to determine the hydrodynamic
radius. With respect to zeta potential measurements, the sam-
ples were placed in the electrophoretic cell with a potential of
+150 mV. The zeta potential values are calculated using
Smoluchowski’s equation as mean electrophoretic mobility
values.

Determination of Quercetin Concentration
and Entrapment Efficiency in the Lipid Nanocarriers

The analysis was carried out using a UFLC Shimadzu
LC-20 AD system (Kyoto, Japan) equipped with a LC-
20AT pump, SPD-20A UV detector, CMB-20A system
controller, CTO-20 AC column oven, and the sample
injection was performed through a Rheodyne 7125 valve
with a 20 pL loop. The detector was set at 369 nm and
peak areas were integrated automatically by computer
using a LC solution® software program (Kyoto, Japan).
The experiments were performed using a reversed-phase
Zorbax ODS (Agilent Technologies, Wilmington, DE,
USA) C18 column (150 mm % 4.6 mm L.D., with a particle
size of 5 um), maintained at 40%£1°C. The mobile phase
consisted of a 1% phosphoric acid:methanol mixture
(45:55 v/v; pH 2.7) and was eluted isocratically at a flow
rate of 1 mL min~".

The QU content (total concentration) in the colloidal sus-
pensions was calculated after determining the drug concentra-
tion in the mobile phase (in pg of QU/mL of suspension). The
entrapment efficiency (%) was estimated as being the differ-
ence between the total concentration of quercetin in the su-
pernatant obtained by ultrafiltration/centrifugation proce-
dure using Ultrafree-MC membranes 10,000 NMWL from
Millipore (Billerica, USA). All samples were analyzed in trip-
licates batches.

In Vitro Release Studies

For the experiment, 2 mL of the nanocarrier was placed into a
dialysis bag MWCO 10,000 from Sigma-Aldrich® (Missouri,
USA). The dialysis bags were placed into a becker containing
250 mL of ethanol:distilled water (35:75, v/v; pH 4.0) solution
to maintain sink conditions. The release medium was main-
tained at 37°C under magnetic stirring at 75 rpm. Samples of
the release medium were taken after 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, and
24 h. The release medium was immediately replaced with
fresh medium. The samples were analyzed through HPLC
under the same conditions as described above. To evaluate
the effect of the dialysis membrane on the drug release rate, a
solution of quercetin in ethanol was placed into a dialysis bag
and the quercetin diffusion through the membrane was
assayed using the same conditions. All experiments were car-
ried out in triplicates. The cumulative amounts of QU re-
leased (in %) were plotted against time (h).

In Vitro Intestinal Permeability

Caco-2 cells (ATCC:HTB-37) were maintained as previously
described (22). For transport experiments, 1.0% 10 cells (pas-
sages 121-123) were seeded on polycarbonate filter inserts
(0.6 cm2, pore size 0.4 pm; Millipore, Billerica, MA, USA)
and allowed to grow and differentiate for 21-22 days. The
transepithelial electrical resistance (TEER) and the permeabil-
ity of the paracellular marker Lucifer yellow (100 pg/mL)
were used as monolayers integrity markers. Only monolayers
with TEER values above 200 Qcm? (before and after the
experiments) were considered.

The intestinal epithelial permeability was determined from
transport rates across Caco-2 cell monolayers (apical to
basolateral). QU stock solution (5 mg/mL, DMSO) and all
formulations were diluted to 50 pg/mL (equivalent amounts
of QU) in HBSS pH 6.5. Before the experiments, cell mono-
layers were gently rinsed and equilibrated for 30 min at 37°C
with the same blank buffer. The transport experiments were
run for 90 min at 37°C under constant stirring (150 rpm).
Receiver sides filled with HBSS pH 7.4 were sampled at ap-
propriate times, and the amount of QU permeated was de-
termined by HPLC analysis as described in “Determination of
quercetin concentration and entrapment efficiency in the lipid
nanocarriers” section. The apparent permeability coeflicients
P

app> CM/s) were calculated from the equation 2:

Py, = AQ [At x| /AC,

where AQ/At is the steady-state flux (mol/s); C 1s the mitial
concentration in the donor chamber at each time interval
(mol/mL); and A is the surface area of the filter (cm?) (23).
Data are reported as the mean * SD of three independent
experiments.
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In Vivo Anti-oedematous Activity
Animals

Male Wistar rats (8 weeks old and weighing around 250-
300 g) obtained from the Animal Facility of the Federal Uni-
versity of Rio Grande were used in this study. Animals were
maintained in conventional cages, with normal temperature
conditions (22+2°C), relative humidity (60-80%) and light/
dark cycle of 12 h, with food and water ad libitum. This exper-
imental protocol was approved by the Animal Use Ethics
Committee (CEUA) of the Federal University of the Rio
Grande (FURG) (23116.006240/2012-68) in accordance

with national and international Guidelines.
Experimental Design

Animals were divided into five groups (2= 15). The treatment
saline solution (0.9%), quercetin suspension in CMC (QU-
SP), unloaded-NE and QU-NE were given once a day, orally
per 5 days before the test, by gavage with a volume
(20 mg kg ') calculated according to the animal’s weight.
The experimental design was based on i vitro release test, once
a day, since we have a sustained quercetin release over 24 h.
Previous study showed that quercetin release profile followed
a first order kinetics, indicating that QU exhibits controlled
release when incorporated into the nanoemulsion (19). The
doses of QU and QU-NE have been chosen based on previ-
ous data (20,24). The dose and treatment with Diclofenac
(10 mg kg~ ' - given once, intraperitoneally 90 min before
the edema induction) follow the research literature on the
use of this drug as a positive control for the carrageenan-
induced hind paw edema test (25,26).

Carrageenan-induced Hind Paw Edema

The carrageenan-induced hind paw edema in rats was used to
establish the anti-oedematous activity of the QU-NE, and it
was conducted as described in (27), by injection of 100 ul of
1% (w.v" ") A-carrageenan, type IV, diluted in saline in the left
hind paw pad. As control, 100 pl saline solutions were injected
into that of the right hind paw. Paw edema was then deter-
mined using a water plethysmometer (PanLab, Barcelona,
Spain) at times 0, 1, 2, and 3 h. In preliminary experiments
we evaluated the effect of paw edema over a time period. The
results have shown that carrageenan-induced hind paw ede-
ma is an acute model with peak of inflammation within 2—-3 h.
A slight decline in the paw edema was observed at the fourth
hour. For this reason, T3 hours was chosen since we intended
to evaluate the response of inflammation mediators during the
inflammation peak (data not shown). After the 3rd hour ani-
mals were euthanized and the liver, bone narrow, hind paw
tissue and blood were collected and properly stored until
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processing. The percentage inhibition of edema was calculat-
ed by the following equation (28):

%inhibition of edema = [(V,—V,) Control-(V,—V,) Treated|/

(V¢—Vy) Control x 100

Where V. is the volume at different intervals after carra-
geenan injection and V) is the paw size initial volume record-
ed just before carrageenan injection.

Immunohistochemistry

The subcutaneous tissue of the paws was collected when eu-
thanasia was done after the third hour of the edema measure-
ment and fixed at 10% formol for 24 h, then kept in 70%
ethanol until use. Immunohistochemical detection of p65
NF-xB was carried out using polyclonal rabbit anti-phospho-
p65 NF-xB (#sc-109, 1:100) from Santa Cruz Biotechnology
(California, USA). Tissues embedded in paraffin were cut into
thick sections (5-um). Slides were deparaffinized through a
series of xylene baths and rehydrated through graded alcohol
solutions. High temperature antigen retrieval was performed
by immersion of the slides in a water bath at 95-98°C in
10 mmol/L trisodium citrate buffer pH 6.0, for 45 min. After
overnight incubation at 4°C with primary antibodies, the
slides were washed with PBS and incubated with the second-
ary antibody Envision plus (DakoCytomation, Carpinteria,
CA, USA), ready-to-use, for 1 h at room temperature. The
sections were washed in PBS, and the visualization was com-
pleted by use of 3,3"-diaminobenzidine (DAB) (Dako) in chro-
mogen solution and light counterstaining with Harris’s
haematoxylin solution. Images were obtained with a micro-
scope (Eclipse 501; Nikon, Melville, NY) and Digital Sight
Camera (DS-Fil; Nikon). Control and experimental tissues
were placed on the same slide and processed under the same
conditions. Nonimmune rabbit serum was used as a negative
control.

Antioxidant Activity

Lipid peroxidation was measured through determination of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) (29). Liver
homogenates were added to a reaction mixture made with
20% acetic acid, thiobarbituric acid (0.8%), Milli ) water
and sodium dodecyl sulfate (SDS, 8.1%). Samples were heat-
ed at 95°C during 30 min and after cooling by 10 min, Milli )
water and n-butanol was added. After centrifugation (3000 g
during 10 min at 15°C), the organic phase was placed in a
microplate reader and the fluorescence registered after exci-
tation at 515 nm and emission of 553 nm. The concentration
of TBARS (nmol/mg of wet tissue) was calculated employing
tetramethoxypropane (TMP) as standard.
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Toxicological Analysis
Biochemical and Hematological Analysis

To carry out analyzes of biochemical and hematological pa-
rameters, blood samples were collected and stored individual-
ly with heparin for hematological evaluation, or without hep-
arin for biochemical analysis. Hematological evaluations were
performed by manual measurement of lymphocytes, mono-
cytes and segmented neutrophils levels. For the biochemical
analyzes, blood samples were centrifuged at 3000 rpm at
room temperature for 15 min, and the serum obtained was
stored at —20°C for analysis. ALT and AST, as indirect indi-
cators of liver damage, have been established according to the
manufacturer instructions (Labtest, Brasil). Results were
expressed as U/L. As indirect indicators of kidneys damage,
urea and creatinine were measured according to the manu-
facturer’s instructions (Labtest, Brasil).

Micronucleus Assay

The micronucleus test was performed according to OECD
(2001) (30). Two slides of each animal were prepared and
the ratio of polychromatic erythrocytes (PCEs) and
normochromatic (NCEs) was recorded, the number of
micronuclei per 1000 PCEs was counted.

Statistical Analysis

The data were reported as mean = S.E.M. We used ANOVA
to compare statistical significance among different treatments
in each individual experiment. When significant differences
were identified, individual comparisons were subsequently
made with Tukey post-hoc’s. Values of p<0.05 were considered
statistically significant.

RESULTS
Preparation and Characterization of the QU-NE

In the present study, a combination of the two low-energy
methods, hot solvent diffusion and PIT, was employed to pro-
duce lipid nanocarriers containing QU. A summary of the
physicochemical properties, QU content, and entrapment ef-
ficiency is presented in Table L. It has been observed mean size
and polydispersed index (PDI) of approximately 20 nm and 0,
2, respectively. The zeta potential was about —4 mV.
Unloaded nanocarriers were analyzed and the results were
similar. Quercetin content, determined by HPLC, showed
that it was possible to encapsulate 1.5 mg/ml of quercetin in
the nanosized emulsion. The entrapment efficiency was eval-
uated and the QU incorporation into the nanocarriers was

around 98%. Figure 1 shows the i vitro release kinetics of
quercetin from QU-NE 8 in ethanol:distilled water (35:75,
v/v; pH 4.0) at 37°C. The experiments were carried out in
sink conditions, since the maximum concentration of QU that
were reached in the release medium corresponded to 10% of
its saturation concentration (1.8 mg/mL). Quercetin release
profiles were characterized by biphasic kinetics, consisting of a
quicker release in the first 8 h, followed by a sustained release
of the drug over 24 h.

In Vitro Intestinal Permeability

The intestinal permeability coefficients (P,,;,) of QU in aque-
ous solution (from DMSO stock solutions), free QU or QU-
NE (all samples corresponding to 50 pg/mL) were measured
by Caco-2 cell assay. Permeability was obtained from unidi-
rectional experiments in the absorptive direction (apical to
basolateral). A P, value of 8.43£2.60% 107° cmusec™ ! was
obtained for the free aqueous solution of quercetin. Metopro-
lol, a low/high permeability boundary marker, showed a P,
value of 55.77+22.99%10™° cm.sec” . Lucifer yellow, a
paracellular marker, showed a P, value of 0.60+0.18%
107° em.sec” . When incorporated into CMC suspensions,
QU presented a permeability profile similar to dissolved QU
(Popp=7.8811.04x10"° cm.sec ). The P,
for the nanocarrier system was significant lower than both free

QU systems, with a P,,,=1.25£0.52 % 107° cmusec .

value obtained

In Vivo Anti-oedematous Activity

Intraplantar injection of carrageenan induced significantly
greater rat paw volume. Rat treated with QU-NE or
diclofenac presented significantly less pronounced
oedematous responses to carrageenan, beginning at 1 h
after carrageenan administration and continuing through-
out the experimental period (p value<0.0001) (Fig. 2).
Increase paw edema was observed in rats stimulated by
carrageenan. Table II presents the delta of the paw ede-
ma and the percentage of inhibition of all treatments for
all times tested calculated using equation 1. It is important
to note the inhibition of QU-NE was 78.6, 78.8 and
90.6% in the first, second and third hour, respectively.
At the third hour, the QU-NE treatment inhibited more
effectively than treatment with diclofenac. We draw the
attention that free QU administered with the same treat-
ment protocol (20 mg kg™, 5 days orally) have not shown
any anti-inflammatory effect in this model. No significant
alteration on oedema was observed in the animals treated
with vehicle, and injected with carrageenan, when com-
pared to animals injected with carrageenan without
treatment.
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Table I Physico-chemical Charac-

teristics of Nanosized Ernulsion NE Size (nm) PDI C-potential (V) QU content (mgmL™")  Recovery (%)
NE 19.32+041 0.14+0.011 —5.12%£0.60 — —
QU-NE 19.25+0.20 0.20+£0.004 —534+0.50 |.5+0.02 99.5+0.10

PDI Polydispersity index. The results were expressed by mean = S.E.M. of 3 replicates

Effect of QU-NE on the NF-kB Activation in Rat Hind Paw Edema

Figure 3 shows the results of the imunohistochemical assay.
The paw tissue injected with saline (control group) showed no
fosforilation of p65 NF-xB (Fig. 3a). However, in the paw
tissue of rats injected with carrageenan treated or not with
vehicle it was detected the phosphorylated p65 subunit of
NF-xB (Fig. 3b, and ¢). On the other hand, QU-NE given
orally to mice, reduced the p65 NF-xB activation (Fig. 3e),
and less reduction was observed in animals treated with
QU-SUSP (Fig. 3d). Diclofenac similar to QU-NE also re-
duced the p65 NF-kB activation (Fig. 3f).

Antioxidant Activity

The anti-oxidant activity of the level of MDA was assessed as
an index of lipid peroxidation in liver tissue. As can be seen in
Fig. 4, the MDA level was increased in the animals injected
with carrageenan treated or not with vehicle. QU-NE de-
creased significantly (p<0.001) the lipid peroxidation when
compared to group injected with carrageenan. The remark-
able decrease in lipid peroxides in liver tissue when QU-NE
was administrated indicates a reduction in the formation of
reactive oxygen species (ROS), which plays a major role in cell
injury indicating a better antioxidant activity of QU when
loaded in nanocarriers. Free QU and diclofenac were unable
to reduce the lipid peroxidation.

Toxicological Analysis
The results of haematological analysis, transaminases (AST

and ALT), urea and creatinine levels are shown in Table III.
No alteration in segmented neutrophils, lymphocytes and

/:

100+

% Release
[
o
I

L] L]
0 4 8 12 16 20 24
Time (hours)

——QU-NE 8

Fig. I Cumulative percentage of QU released from nanocarriers.

—a— Free Quercetin
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monocytes were observed during the administration of blank
nanocarriers and QU-NE. The enzymes in the peripheral
blood from the rats have not shown any statistically significant
difference from the saline group. This demonstrates a normal
function of the liver and kidneys after the test.

The micronucleus (MN) was used to evaluate genetic dam-
age data for rat bone marrow cells. The treatment with QU-
NE and with unloaded-NE did not show statistically signifi-
cant increases in the mean number of MN frequency of mi-
cronucleus per 1000 cells for the groups threated (3.3 +PNE)
when compared with control (3.5%0.8).

DISCUSSION

The main results in the present study are the demonstration
that QU-NE exhibits pronounced anti-oedematous property
when evaluated in carrageenan hind paw edema model in rats
due to reduce the activation of NI-kB pathway. In addition
QU-NE reduced the lipid peroxidation and does not demon-
strate toxic effects.

Over the past few decades, drug delivery systems have pro-
vided tremendous strength in improving the reliability and
safety of existing drugs. Quercetin, a representative com-
pound of the flavonoid family, is one of the most common
dietary polyphenols. Researches over the past decade have
shown the compound to possess the preventive and therapeu-
tic value against a wide variety of diseases (31,32). Despite its
promising pharmacological activity, quercetin’s low oral bio-
availability remains a major hurdle. This makes quercetin a
molecule of interest to drug delivery scientists (33).

To improve the oral efficacy, many edible delivery systems
have been developed to enhance the bioavailability of quer-
cetin through various mechanisms, including the complexa-
tion with cyclodextrins and liposomes (34,35). A major draw-
back of such technologies is the stability issue during steriliza-
tion and storage. On the other hand, nanoemulsion is one of
the most oral delivery methods studied to protect against deg-
radation, enhance solubility, and facilitate higher biological
uptake of drugs. Specifically, oil-in-water nanoemulsions con-
sist of o1l droplets dispersed in an aqueous continuous phase,
with the oil droplets being surrounded by a thin interfacial
layer of emulsifier molecules. The lipophilic compounds,
which have a low aqueous solubility, can be easily incorporat-
ed into emulsion-based delivery systems (36,37). Hence, the
development of a safe, stable and efficient delivery method for
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Fig. 2 Activity anti-edematous of
didofenac, free quercetin (QU-
SUSP), unloaded nanosized
emulsion (NE), and quercetin
nanosized emulsion (QU-NE), on
carrageenan-induced mouse paw
oedema. Rats were evaluated for
paw edema at |, 2, and 3 h post-
carrageenan injection. Results were
expressed as the edema size (ml).
Each point represents the mean =
SEM of six rats. ***Statistically
significant compared with control
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quercetin encapsulation could present an interesting approach
to investigate its potential therapeutic property.

Considering the potential of nanoemulsions as oral drug
delivery system, we have evaluated the advantage of the quer-
cetin encapsulation in nanosized emulsion administered orally
in rats in order to prove its anti-oedematous and antioxidant
effects as well as its toxicity.

Carrageenan induced hind paw edema is the standard ex-
perimental model of acute inflammation. Carrageenan is the
phlogistic agent of choice for testing anti-inflammatory drugs
as it 1s not known to be antigenic and is devoid of apparent
systemic effects. Moreover, the experimental model exhibits a
high degree of reproducibility. Inflammation induced by car-
rageenan is acute, nonimmune, well researched and highly
reproducible. It is characterized by releasing of several pro-
inflammatory mediators such as cytokines, chemokines and
oxygen-derived free radicals and consequently by increasing
of vascular permeability, and cell migration mainly neutro-
phils (38,39).

Our results show that QU-NE exhibits pronounced oral
anti-oedematous property. However, free quercetin (QU-
SUSP) administered with the same treatment protocol did

not have the effect. The anti-inflammatory activity of free
quercetin was previously studied in carrageenan-induced rat
paw edema (40). It was administrated orally (equivalent dose
with 20 mg kg ~' of quercetin) 30 min before the test and a
slightly decrease (10%) in edema was observed. The anti-
inflammatory activity of a quercetin-loaded nanostructured
lipid carrier gel was evaluated by Chen-Yu ¢ al. (2012) (41)
in an acute inflammation model using the ear edema caused
by xylene. The formulation was administrated topically at the
site of inflammation (0.2 mg QU/ear). The results showed
that the quercetin-loaded nanostructured lipid carrier gel
inhibited 69.4% of the inflammation when compared to con-
trol and free QU decreases only 12%. Our results for QU-
SUSP were similar, indicating the low bioavailability of this
flavonoid when administered in free form.

These findings corroborate the idea that quercetin into a
nanocarrier could have a higher anti-inflammatory effect,
thus, representing an effective delivery system. In a previous
study (20) we analyzed the oral absorption of quercetin
nanosized emulsion in rats by HPLC-MS. In this study at
2 h and 3 h after the treatment it was detected quercetin
metabolite in plasma of rats treated only with the nanocarrier

Table Il Effect of Quercetin

Nanosized Emulsion, Free Quer- Treatment I'h 2h 3h

cetin and Diclofenac on the

Carrageenan-induced Paw Edema A Pawedema % A Pawedema % inhibition A Pawedema % inhibition

Size + SEM (ml) inhibition + SEM (ml) + SEM (ml)
Saline 0.28+0.02° 63+36 032+004° 10.9+45 033+0.05° 12.9+10.0
Diclofenac ~ 0.06+0.03*¢  778=1.1  006+0.04*  804=123  0.11=0.05° 651146
QUSUSP  0.27+0.02° 70+57  036=0.06° 13.4+85 0.29+0.04° 19.6+4.7
NE 033+0.03° 41+4.1 032%003° 99+43 030=0.04° 15.6=+8.1
QU-NE 006001 79.1%43  0.07=002*  77.8%59 0.02+0.02*  92.5+38

Values of the delta of the paw edema are expressed in mean = SEM (n= 6). Different letters in the same column are
significantly different. #p <0.001 significantly different from saline. ®p <0.001 significantly different from diclofenac.
¢p < 0,05 significantly different from free-quercetin (QU-SUSP)
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Carrageenan

Fig. 3 Quercetin nanosized emulsion reduced the NF-KB expression in the paw stimulated with carrageenan. Rats were treated with saline or carrageenan (1%
per paw) and then the paws were isolated at the 3 h. Rats were treated orally with unloaded nanosized emulsion (NE), free quercetin (QU-SUSP), quercetin

nanosized emulsions (QU-NE) (20 mg kg™, p.o.) and didlofenac (10 mg kg™

, 1.p.), 90 min before carrageenan injection and then immunohistochemistry was

performed for NF-kB. Representative images of phospo-p65 NF-KB imunohistochemistry staining of saline (a), carrageenan (b), NE () QU-SUSP (d), QU-NE
(e) and Diclofenac (f) were stained with periodic acid-Schiff (original magnifications, ¥200).

but not after the treatment with free quercetin. This result
suggests that the delivery system developed improves the oral
bioavailability of quercetin. The oral bioavailability of several
flavonoids such as berberine (42), puerarin (43) and curcumin
(44) also showed significant improvement when compared to
non-emulsion based oral formulations.

When emulsions are used as oral delivery systems, the
pharmacokinetic behaviors, body distribution, gastric empty
time, and many other physiological parameters may be mod-
ified to improve the oral bioavailability of target bioactives.
There are three primary mechanisms by which lipids and
lipophilic excipients affect drug absorption, bioavailability
and disposition after oral administration. These are: (i) change

of composition and character of the intestinal milieu, (i) the

Fig. 4 Effect of diclofenac, free 0.6 -
quercetin (QU-SUSP), unloaded
nanosized emulsion (NE), and
quercetin nanosized emulsion (QU-
NE) on the lipid peroxidation. Each

o
IS
1

recruitment of intestinal lymphatic drug transport, and (iii) the
interaction with enterocyte-based transport processes (16). In
this context, we tested the nanocarriers  vitro intestinal per-
meability in the Caco-2 cell model. As a result, free quercetin
permeated better and faster when compared to the QU en-
capsulated into lipid nanocarrier in this assay. Here we note a
limitation of this methodology since it was tested for 90 min.
QU-NE release studies indicate an i vitro drug release of 24hs.

It is well documented that the NF-kB pathway can be ac-
tivated in the inflamed tissue. Yoon et al. (2011) (45) investi-
gated the effect of QU in primary cultured orbital fibroblasts
from Graves’ Orbitopathy and the results showed that this
flavonoid significantly attenuated the IL-1p or TNF-a concen-
tration via reduction of activation of NF-kB pathway. Wan

point represents the mean = SEM
of six rats. **Statistically significant
compared with control group at
p<0.01.

MDA nmol/mg
°©
N

0.0

3 CONTROL EZ8 DICLOFENAC B3 QU-SUSP 0D NE E&3 QU-NE
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Table Il Biochemical and Hematological Analysis

AST (U/dl) ALT (UA) UREA (md/dL) Creatinine (md/dL) Neutrophils (%) Lymphocytes (%) Monocytes (%)
Saline 136.821.7 472+64 503=1.8 037=0.01 18.6x1.9 784=1.6 3.05+0,5
Diclofenac 133426 1223167 I51.3%+35.6 0.63=0.11 403=1.9 58+2.1 [.6=0.7
QU-SUSP 128+ 19.1 49,5+3.1 53.1=1.0 0.37=0.02 259+4.1 71.5%+39 2.5+043
NE [152%21.5 455+34 523=1.8 0.40=0.03 20.1 £2.1 78x2.1 [.8x0.5
QU-NE 1223+13.8 383=*4.7 44.5+3.6 0.40=0.03 [73%2 803=1,9 23=*0.5

Values are expressed as the mean = SEM

et al. (2014) (46) reported that liposomal quercetin can effec-
tively inhibit acute hepatitis and hepatic fibrosis induced by
Con A in rats and also showed that the inhibitory effect of
quercetin was associated with its ability to modulate the
NF-kB signal. Rogerio e al., 2010 (20) demonstrated in an
airways allergic inflammation models in mice induced by ov-
albumin that reduction of IL.-4, IL.-5 concentrations, P-
selectin expression and the eosinophil recruitment in the air-
ways in animals treated with QU-NE, but not QU-SUSP; it
was consequence of reduction of NF-xB activation. Our study
corroborates this result since we have demonstrated an inhi-
bition of NF-kB only when QU-NE was administrated in our
model.

Flavonoids may inhibit NF-kB by acting as antioxi-
dants, since NF-kB is a redox-sensitive transcription factor
(8,47). The antioxidant and anti-inflammatory activity of
flavonoids were closely related since reactive oxygen spe-
cies were produced during the inflammation process by
phagocytic cells. Reactive oxygen species may be involved
in the cycloxygenase- and lipoxygenase-mediated conver-
sion of arachidonic acid into pro-inflammatory intermedi-
ates (48). Quercetin blocked both the COX-2 and
lipooxygenase pathways at relatively high concentrations,
while at lower concentrations it blocked mainly the
lipoxygenase pathway (49). In order to evaluate the anti-
oxidant activity of QU-NE it was done the peroxidation
lipid test. QU-NE, but not free QU, demonstrated anti-
oxidant effects in our model. These findings corroborate a
study of Ghosh et al. (2009) (50). As drinking water con-
taminated by arsenic is a well-known cause of chronic
poisoning through causing oxidative stress, quercetin
nanocapsule, was successfully demonstrated to improve
efficacy against arsenic-induced oxidative damage in liver
and brain tissues than unformulated free quercetin. These
results showed that the change in pharmacokinetics, mod-
ulated by the drug encapsulation in nanocarriers, could
lead to a change in pharmacodynamics, but not to a
change in a pharmacological property.

The improvement in antioxidant and anti-inflammatory
property was also demonstrated for other flavonoids encapsu-
lated in nanoformulations. The effect of nanoemulsion system
on the anti-inflammatory activity of curcumin was evaluated

using the mouse ear inflammation model. While curcumin
suspension showed no inhibition effect, orally dosed curcumin
emulsion (618.6 nm) or nanoemulsion (79.5 nm) exhibited
significant reduction in 12-O-tetradecanoylphorbol-13-
acetate (TPA) induced mouse ear edema by 43 and 85%,
respectively (51). The anti-oxidation ability of a-tocopherol
nanocarrier was increased in all liver, kidney and brain (52).
Oral administration of resveratrol and puerarin
nanoformulattions was proven to effectively reduce inflamma-
tion, colon inflammation and colon cancer proliferation in
rodents (53-55).

NSAIDs are widely used to help relieve musculoskeletal
pain and inflammation, but can cause serious upper gastroin-
testinal side effects including dyspepsia, peptic ulceration, and
hemorrhage (56). Thus, further research is need to develop
new drugs or dosage forms with less adverse effects. In addi-
tion to anti-inflammatory activity, QU may also have gastric
ulcer protective effect through the reduction of the lipid per-
oxidation and an increase of the activity of antioxidant en-
zymes (57). The possibility to use quercetin as an anti-
inflammatory agent with protective effect against ulcer makes
this compound even more interesting when compared to
NSAIDs.

QU-NE has not demonstrated toxic effects (no alteration
on hematological or biochemical parameters and genetic
damages) in our analyses. Earlier studies have suggested that
QU at higher doses (3 g/kg) does not exhibit toxic and harm-
ful effect in mice (58,59). As for humans, doses of 1.2 g per day
are safe and well tolerated (60). Thus, QU-NE seems to be
within of the tolerable limits.

CONCLUSION

The results presented herein showed that QU-NE reduced
significantly the paw edema. This is probably due to the re-
duction of activation NF-kB pathway. Quercetin may inhibit
NF-kB acting as antioxidant by reducing the lipid peroxida-
tion. Furthermore QU-NE did not show toxic effects. This
indicates that QU-NE has a potential application in the treat-
ment of inflammatory diseases.
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