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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma neurodegeneracdo progressiva e que mais acomete
idosos, caracterizada pelo acimulo de peptideo AP e formacdo de emaranhados
neurofibrilares, que resulta na neuroinflamacao e estresse oxidativo subsequente, com dano e
morte dos neurdnios do cértex cerebral e hipocampo e, por conseguinte, em desordens
psicoemocionais e cognitivas. Ademais, a terapia medicamentosa visa apenas a atenuacdo
dos efeitos deletérios, tendo reagdes adversas intensos, que autodelimita-a. Nesse sentido, a
quercetina devido as diversas atividades bioldgicas, anti-inflamatdria e antioxidante, tém sido
estudados na terapéutica DA, objetivando a prevencdo e o retardo da progressao
neuropatologica. Entretanto, esse flavonoide apresenta limitacBes farmacoldgicas
(metabolismo rapido e baixa biodisponibilidade), que torna necessario o uso de sistemas
nanoparticulados a fim de reverté-las, propiciando o direcionamento cerebral e a
potencializacdo dos seus efeitos bioldgicos. Com base nisso, objetiva-se descrever a utilizacao
de sistemas nanoparticulados contendo quercetina na terapéutica da doenga de Alzheimer
através de uma revisdo narrativa. Para a realizacdo dessa pesquisa, foram utilizadas as bases
de dados Science Direct e Pubmed no periodo entre 2011 a 2021. Conforme aplicacdo dos
critérios de inclusdo e exclusdo, foram selecionados 9 artigos relacionados aos sistemas
nanoparticulados com quercetina e seus mecanismos intrinsecos a acdo anti-inflamatéria e
antioxidante. No tocante, os sistemas nanoparticulados com quercetina (QUE@HSA,
QUE@EXO, QUE@Au-Pd@P80) facilitaram a passagem da quercetina na barreira em
detrimento da sua forma livre, além de dispor de carater citotoxico quase nulo em diferentes
concentracdes, tendo boa biodisponibilidade e seguranca de uso. Diante disso, quercetina
pode ser empregada na modulacdo das vias pro-inflamatdrias e oxidativas associadas a DA,
seja de forma direta ou indireta, através da inibi¢do ou ativacdo de fatores de transcricdo como
NF-kB, AP-1 e Nrf2. Nesse sentido, € necessario investigar futuramente as nuances cientificas
qgue delimitam o uso das nanoestruturas de quercetina na pratica clinica, ja que essas
formulacGes apresentam grande potencial terapéutico.

PALAVRAS-CHAVE: Doenca de Alzheimer; quercetina; sistemas nanoparticulados.



ABSTRACT

Alzheimer’s disease (DA) is a progressive neurodegeneration that most affects the elderly,
characterized by the accumulation of AP peptide and formation of neurofibrillary tangles,
which results in neuroinflammation and subsequent oxidative stress, with damage and death
of neurons in the cerebral cortex and hippocampus and, consequently, in disorders psycho-
emotional and cognitive. Furthermore, drug therapy aims only at attenuating the harmful
effects, having intense adverse reactions, which self-delimits it. In this sense, a quercetin, due
to its diverse biological, anti-inflammatory and antioxidant activities, has been studied in AD
therapy, aiming to prevent and delay neuropathological progression. However, this flavonoid
has pharmacological limitations (rapid metabolism and low bioavailability), which makes it
necessary to use nanoparticulate systems in order to reverse them, providing brain targeting
and potentializing its biological effects. Based on this, the objective is to describe the use of
nanoparticulate systems containing quercetin in AD therapy through a narrative review. To
carry out this research, the Science Direct and Pubmed databases were used in the period from
2011 to 2021. According to the application of the inclusion and exclusion criteria, 9 articles
related to nanoparticulate systems with quercetin and their intrinsic mechanisms of anti-
inflammatory and antioxidant action were selected. Regarding the quercetin nanoparticulate
systems (QUE@HSA, QUE@EXO, QUE@AuU-Pd@P80) facilitated the passage of quercetin
through the barrier to the detriment of its free form, in addition to having an almost null
cytotoxic character at different concentrations , having good bioavailability and safety of use.
Therefore, quercetin can be used to modulate pro-inflammatory and oxidative pathways
associated with AD, either directly or indirectly, through the inhibition or activation of
transcription factors such as NF-kp, AP-1 and Nrf2. In this sense, it is necessary in the future
to investigate the scientific empty that delimit the use of quercetin nanostructures in clinical
practice, as these formulations have great therapeutic potential.

KEYWORDS: Alzheimer's disease; quercetin; nanostructure.
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1 INTRODUCAO

Em 1906, Alois Alzheimer fez a primeira mencao sobre a doenca de Alzheimer (DA)
a partir dos achados histoldgicos post-mortem de um dos seus pacientes. Entretanto, na época,
ndo houve interesse da comunidade cientifica sobre o tema, sendo a discusséo reativada anos
depois por Robert Terry e Michael Kidd, a partir da analise das lesGes neuronais, onde foi
confirmada a presenga de placas senis e emaranhados neurofibrilares anteriormente descritas
por Alois Alzheimer (LIU, P. et al, 2019).

Atualmente, as pesquisas sobre 0s possiveis mecanismos e tratamentos vem sendo
alvo de atencdo, principalmente devido ao aumento da expectativa de vida e do nimero de
idosos. Isto se justifica pela elevacdo da preocupacdo com doengas neurodegenerativas
associadas ao envelhecimento, como a DA, que acomete cerca 35,6 milhdes de pessoas
mundialmente. Enquanto no Brasil, aproximadamente 1,2 milhdes, segundo a Associacao
Brasileira de Alzheimer (ALZHEIMER'S ASSOCIATION et al., 2019; RDCOM, 2020).

Nesse contexto, devido ao desconhecimento sobre a etiologia, especialistas
consideram a congruéncia de multiplos fatores (genéticos e ambientais) para o
desenvolvimento da DA, como: a idade, trauma cerebral, obesidade e mutacbes genéticas
relacionadas ao metabolismo do peptideo beta amiloide (AB) e a proteina tau (APOe4,
presenilinas, beta secretase 1, BACE-1). A idade é o fator chave, ja que seu avanco reflete na
depressdo organica e na progressdo das perturbacGes neuropatoldgicas envolvidas
(BRASILEIRO FILHO, 2012; LIU, P. et al, 2019; HENEKA et al., 2015).

Diante deste cenario, o depdsito de placas senis e formacdo de emaranhados
neurofibrilares, caracteristicas da DA, decorrem da desregulacdo do metabolismo do peptideo
amiloide, que cujas fribrilas e oligbmeros provocam a ativacdo exacerbada das células gliais,
hiperfosforilacdo da proteina tau e estresse oxidativo subsequente, resultando em mudanca
morfolégica (e deplecdo dos neurotransmissores, como acetilcolina e glutamato) e dano
neuronal, seguida de morte celular. Em decorréncia disso, ocorre desordens cognitivas e
psicoemocionais (CALSOLARO; EDISON, 2016; TIWARI et al., 2019; VINAY et al.,
2013).

Para a atenuacdo dos distdrbios cognitivos e psicoemocionais, é utilizado como terapia
medicamentosa, a depender do nivel de deméncia (leve, moderado e grave), inibidores da

acetilcolinesterase e antagonistas glutamatérgicos (como donepezila e memantina), que
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objetiva 0 aumento da concentracdo de acetilcolina e diminuigcdo da hipersensibilidade dos
receptores glutamatérgicos ao glutamato, respectivamente. Entretanto, devido aos efeitos
adversos e restricdes de uso (principalmente em individuos com problemas respiratérios,
cardiovasculares), assim como da finalidade apenas paliativa da terapéutica convencional, o
uso desses medicamentos resulta em menor adesdo e eficacia de tratamento (BRASIL, 2017,
BRUNTON et al., 2012; FALCO et al., 2016).

Dessa forma, os flavonoides que sdo designados como metabolitos secundarios e
constituidos por esqueleto basico C6-C3-C6, tém sido utilizados como agentes terapéuticos
em ensaios pré-clinicos nas doengas de cunho neurodegenerativo, ja que modulam vias de
sinalizacdo relacionadas aos processos inflamatorios e oxidativos inerentes, como AP-1 e NF-
kB. Além de neutralizar diretamente a formacdo de radicais livres conforme reacdo com 0s
grupamentos hidroxilas presente na sua estrutura, dando estabilidade a ambas as substancias
(KUMAR; PANDEY, 2013; RATHEE et al., 2009).

Dentre esses compostos, a quercetina um dos flavonoides (flavondis) mais
predominantes na natureza, que possui atividades anti-inflamatdria, antioxidante,
anticancerigena, esta sendo aplicado na satde humana em decorréncia dos seus beneficios no
tratamento das doencas neurodegenerativas (como a DA), cardiovasculares e inflamatdrias.
Entretanto, esse flavonoide apresenta baixa solubilidade aquosa, metabolismo réapido e
instabilidade quimica, o que diminui a biodisponibilidade e sua eficacia (LI et al., 2016;
BENTZ, 2017; CAl et al., 2013).

Para diminuir as limitacbes farmacologicas da quercetina, uma das estratégias de
otimizacdo possiveis é a utilizacdo dos sistemas nanoparticulados, que tem a capacidade de
aumentar a solubilidade aquosa, a estabilidade fisiologica e a meia vida como também
facilitar a passagem por 6rgdos com certas peculiaridades fisico-quimicas. Consequentemente,
as formulacbes farmacéuticas a base de nanotecnologia elevam a biodisponibilidade sistémica
e a atividade bioldgica intrinseca a farmacos hidrofobicos, como a quercetina (AULTON;
TAYLOR, 2016).

Portanto, com base na terapia medicamentosa convencional que tem apenas enfoque
na minimizagdo dos sintomas cognitivos (e psicoemocionais) e das atividades anti-
inflamatdrias e antioxidantes da quercetina constatadas em ensaios pré-clinicos, que podem
prevenir e retardar a progressdo da doenca de Alzheimer, mas que possuem debilidades
farmacoldgicas que limitam seu uso, pretende-se investigar como 0s sistemas

nanoparticulados contendo quercetina podem contribuir na terapéutica da DA.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Descrever a utilizacdo de sistemas nanoestruturados contendo o flavonoide quercetina

na terapéutica da Doenca de Alzheimer, através de uma revisdo narrativa de literatura.

2.2 Especificos

e Discorrer sobre os mecanismos moleculares da atividade anti-inflamatdria e antioxidante
da quercetina na Doenca de Alzheimer;
e Destacar as vantagens e limitacdes de sistemas nanoparticulados contendo quercetina na

terapéutica da Doenca de Alzheimer;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 A doenca de Alzheimer: historico, epidemiologia e fatores de risco

Em 1906, na Convencao dos Psiquiatras do Sudoeste Alem&o, o médico aleméo Alois
Alzheimer fez a primeira mencao sobre a DA, a partir da detecgéo de alteracOes significativas
nos lobos cerebrais bem como de emaranhados neurofibrilares e de depdsitos de peptideo -
amiloide no cérebro. Entretanto, na época, ndo houve engajamento dos cientistas presentes
sobre os achados histoldgicos apresentados durante o evento. Anos mais tarde, Robert Terry e
Michael Kidd reacenderam a discussdo a partir da andlise microscopica (microscopia
eletronica) de lesdes neuronais causadas pelo processo neurodegenerativo intrinseco
(CIPRIANI et. al., 2011; CAVALCANTI; ENGELHARDT, 2012; LIU, P. et al, 2019).

Com a melhora da qualidade e da expectativa de vida, ocorreram mudancas
significativas na piramide etéaria ao longo do tempo, resultando em populacdo majoritaria de
idosos. A partir da elevacdo de habitantes nesta faixa etéaria, também cresceu a preocupacgéo
com doencas neurodegenerativas relacionadas a idade, como DA. Nos EUA, por exemplo, de
acordo com dados estatisticos, ha cerca de 5,8 milhdes de idosos com deméncia causada por
DA até o periodo de 2020. Enquanto, segundo a Associacao Brasileira de Alzheimer, ha cerca
de 35,6 milhdes de pessoas com DA no mundo, sendo que 1,2 milhdes de casos estdo no
territdrio brasileiro (ALZHEIMER'S ASSOCIATION et al., 2019; RDCOM, 2020).

Em virtude do desconhecimento sobre as possiveis causas associadas da DA,
especialistas consideram a congruéncia de multiplos fatores (sejam genéticos e ambientais)
para a sua predisposi¢cdo, como a idade, inatividade fisica, ma alimentacdo, obesidade e
trauma cerebral. A idade € o fator chave, ja que o avanco reflete na progressdo das
perturbacdes neuropatoldgicas. Essa visao é reforcada estaticamente pelo nimero elevado de
idosos acometidos entre 65 a 84 anos (BRASILEIRO FILHO, 2012; VINAY et al., 2013).

Aléem da idade, a genética tem fundamental relevancia na DA. Principalmente,
mutagdes envolvendo a biossintese do peptideo AP e da proteina tau, como: alelo €4 da
apolipoproteina E. De forma geral, a maioria dos individuos herda uma das formas génicas da
apolipoproteina E (€2, €3 e €4), sendo os portadores do alelo €4 com maior suscetibilidade a
DA, das presenilinas (1 e 2, localizados nos cromossomos 14 e 1, respetivamente); das

secretases (a, B e ) e da proteina precursora amiloide e tau (LIU, P. et al., 2019).
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3.2 Fisiopatogénese da doenca de Alzheimer

A DA consiste em um processo neurodegenerativo progressivo e que mais acomete
idosos, caracterizada por comprometimento cognitivo, que leva a desorientacao viso-espacial
e alteracGes comportamentais, além da dificuldade na realizacdo das atividades cotidianas. Ao
longo do estdgio evolutivo, ha o agravamento das perturbacbes neuromotoras e
psicoemocionais, que reflete na baixa expectativa de vida dos individuos, tendo como
prognostico final a morte (BRASILEIRO FILHO, 2012; ALZHEIMER'S ASSOCIATION et
al., 2019).

Caracteriza-se pela progressividade e irreversibilidade da neuronal, com alteracdes
macro e microscépicas, que causam comprometimento das fungdes organicas. Na figura 1
abaixo, € exibido o cérebro normal (esquerda) e com DA (direita), enquanto que este Ultimo
apresenta atrofia cerebral, com alargamento dos sulcos e estreitamento das proeminéncias, em
decorréncia da reducdo das conexdes sinapticas e da morte dos neurbnios do cortex, que
influem na deplecdo das propriedades cognitivas (linguagem, aprendizado e memoria)
conforme o avanco da idade e da doenca (VINAY et al, 2013; CAVALCANTI;
ENGELHARDT, 2012).

Figura 1. Cérebro normal (esquerda) e com DA (direita).

Fonte: Brasileiro Filho, 2012 (Adaptado).

Quanto as modificacdes, a nivel microscopico, é possivel observar no cérebro (em
corte histoloégico) com DA, a presenca de emaranhados neurofibrilares e de placas senis,
como exemplificado na figura 2. De forma geral, as desordens moleculares e estruturais,
causam disfuncbes severas no ambito psicoemocional e cognitivo, como: deplecdo da
memoria; alteracGes do humor; desorientacdo espacial e raciocinio debilitado (BRASILEIRO
FILHO, 2012; BRASIL, 2017).
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Figura 2. Placas senis (esquerda) e emaranhados neurofibrilares (direita).

Fonte: Vinay et al., 2013.

Em virtude do desconhecimento da etiologia da DA, existem mdltiplas concepgdes
acerca do mecanismo patogénico associado a esse tipo de deméncia senil, como a cascata Ap,
hiperfosforilacdo da proteina tau, neuroinflamacéo, disfuncdo glutamatérgica e mitocondrial.
Umas das vias associadas a DA ¢ a da cascata amiloide, que se correlaciona com a ativacéo
glial exacerbada e na morte dos neurénios colinérgicos (com perda da colina transferase e
acetilcolinesterase) e glutamatérgicos, devido a hipersenbilizacdo dos receptores
glutamatérgicos NMDA, que é resultado do influxo demasiado de célcio e desequilibrio
energético mitocondrial (MAJDI et al., 2020; DU et al., 2018).

Dentre as principais causas relacionadas a desregulacdo do metabolismo do A 42,
estdo envolvidas mutacGes em genes relacionados a expressdo da proteina precursora amiloide
(gene APP do cromossomo 21), as presenilinas 1 e 2 (PSEN1 e PSENZ2, cofatores da secretase
v) e das secretases B e y (responsaveis pela clivagem da proteina precursora amiloide). De
forma geral, alteracbes genéticas isoladas ou coletivas provocam desequilibrio na producéo e
eliminagdo do peptideo Ap 42 (FALCO et al., 2016; BRASILEIRO FILHO, 2012).

Nesse sentido, a cascata amiloide, que tem como substrato a proteina precursora
amiloide, compreende duas vias: amiloidogénica e a ndo amiloidogénica. Enquanto, na via
ndo amiloidogénica é formado a APPo (composto solavel e atoxico) a partir da clivagem
pelas secretases a e y, a via amiloidogénica resulta na sintese dos peptideos AP 40 e Ap 42
(conforme ag¢do litica das secretases B € y), sendo este Gltimo neurotdxico e capaz de formar
agregados (devido a hidrofobicidade) oligoméricos e fibrilares na fenda sinaptica. Na figura 3,
é exibida a biossintese do peptideo AP ¢ a hiperfosforilagdo da proteina tau (LIU, P. et al.,
2019; SHARMA et al., 2019).
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Figura 3. Cascata amiloide e Hiperfosforilacdo da proteina tau.
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Em consequéncia da formacdo de oligbmeros e de placas de peptideo na regido
externa dos neurénios, ocorre bloqueio do potencial de membrana, atrofia dentritica (e
axonal) e estresse oxidativo. Assim como, o peptideo AP 42 induz a formacdo de
emaranhados neurofibrilares conforme desequilibrio na atividade das fosfatases e quinases,
(enzimas que modulam a fosforilacdo da proteina tau). Neste contexto, a cascata amiloide e 0s
emaranhados neurofibrilares se associam ao alelo APOe4 e a proteina quinase GSK-3f, que
guando superexpressos nos neurdnios, corroboram com o aumento da producdo de peptideo
AP (e reducao da depuracao), hiperfosforilagdo da proteina tau e neuroinflamacao (TIWARI
etal., 2019; MAJDI et al., 2020).

Dessa forma, a hiperfosforilagdo por quinases (GSK-3B e quinase dependente de
ciclina 5) da proteina tau (entre os residuos de serina-prolina e treonina-prolina) induzida por
peptideo AP, diminui a sua afinidade de ligagdo com os microtibulos, e consequentemente,
proporciona a agregacédo tubular em filamentos anémalos, seguida da mudanca na morfologia
neuronal e apoptose. (FALCO et al., 2016; LIU, P. et al., 2019).

Enquanto, na neuroinflamagdo, a microglia e astrdcitos sdo hiperativados pelo
peptideo AP 42, desencadeando a liberacdo de citocinas (TNF-a, IL-1p ¢ IL-6) e 0 estresse
oxidativo. No sistema nervoso central, a microglia age como sentila (e apresentadoras de
antigenos) do parénguima, removendo conexdes sinapticas em excesso e impedindo a invasdo
de patdgenos a partir de mecanismos fagociticos (HENEKA et al., 2014; CALSOLARO;
EDISON, 2016).
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Em condi¢bes normais, quando ativadas por estimulos patologicos e fisioldgicos, a
microglia apresenta dois fendtipos intrinsecamente importantes: Pro-inflamatério (M1) e
Anti-inflamatério (M2). O perfil M1, via classica, é caracterizado pela producdo e secrecao de
citocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-6, IL-18, TNFa) e de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (via ativacdo da NAPH oxidase e ¢xido nitrico sintase induzivel), além de
capacidade fagocitica limitada. Enquanto, diferente da via classica (M1), a M2 esta associada
a reparacao tecidual e a fagocitose, com sintese e liberacao de citocinas anti-inflamatérias (IL-
10, IL-13 e TGF-p) e fatores neurotréficos, como BNDF (HENEKA et al., 2015).

Evidéncias apontam papel central das células da glia no desenvolvimento da
neuroinflamacdo oriunda da DA. A principio, como exibido na figura 4, ocorre ativacéo
celular a partir do reconhecimento, via receptores Toll like (TLR2 e TLR4), dos DAMPs do
peptideo AB. A partir da interacdo, a microglia engloba e cliva o peptideo amiloide assim
como libera citocinas pré-inflamatorias e espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio
conforme a estimulagdo do fator NF-kp e da MAPK (DOENS; FERNANDEZ, 2014;
MACHADO et al., 2020).

Figura 4. Ativacao glial por peptideo amiloide.
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No processo inflamatério associado a DA, a ativacdo do fator NF-kp resulta na
expressdo de: citocinas pro-inflamatdrias (IL-1B); enzimas como a COX-2 e 0xido nitrico
sintase induzivel e BACE-1. Com a deposicdo continua dessa substancia neurotoxica e a
secrecdo de mediadores (TNFa e IL-1B, IFN-y) com capacidade estimulatoria da via de
sinalizacdo descrita, ocorre um ciclo inflamatorio vicioso e dano neuronal cada vez mais
contundente (ZHANG; JIANG, 2015).
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Diante da ativacdo sustentada, a microglia também perde a sua capacidade fagocitica
conforme o tempo, devido as mutagdes nos receptores de ligagdo ao peptideo AP (como
TREM-2 e CD33, expresso na glia, que sdo reguladores da fagocitose) e da reducdo da
atividade proteolitica associada. Ademais, a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e de
EROs permanecem elevadas, principalmente pela superativacéo dos fatores NF-xB e STATL,
que leva ao recrutamento de macrofagos periféricos e aumento da expressdo da BACE-1, APP
e y-secretase, o que acaba levando a deposi¢ao de peptideo AB-42 e potencializando o
processo neurodegenerativo (KINNEY et al., 2018; NEWCOMBE et al., 2018; ELDIK et al.,
2016; HENEKA et al., 2014 ).

3.3 Abordagens terapéuticas

Atualmente, o tratamento medicamentoso da DA tem como finalidade a minimizacgao
das desordens cognitivas, onde é focada na transmissdo colinérgica a partir da elevacdo da
concentracdo de acetilcolina na fenda sinaptica, conforme o uso de inibidores reversiveis da
acetilcolinesterase (enzima responsavel pela degradacao da acetilcolina), como rivastigmina,
donepezila e galantamina. Esses farmacos apresentam baixa toxicidade em comparagdo com a
tacrina (primeiro anticolinérgico), mas desencadeiam efeitos adversos e colaterais que
dificultam o seu uso (nauseas, vOmitos, diarreia, anorexia, arritmia, hepatotoxicidade)
(BRUNTON et al., 2012; BRASIL, 2017).

Com a progressao da DA, a utilizacdo de inibidores da acetilcolinesterase passa a ser
combinada com antagonistas dos receptores glutamatérgicos NMDA, como a memantina. A
memantina € indicada nos casos moderados a graves (isolado ou combinado), sendo que sua
finalidade é a de diminuir a hiperexcitacdo dos receptores NMDA, e por consequéncia,
impedir o influxo de célcio e a apoptose resultante. Dentre os efeitos adversos, a memantina
pode provocar comumente: sonoléncia, tontura e cefaleia (KATZUNG et al., 2017; BRASIL,
2017).

Ademais, o uso de inibidores da acetilcolinesterase e antagonistas glutamatérgicos
possuem limitagBes, principalmente em individuos com problemas cardiacos (bradicardia,
distarbios supraventriculares), gastrointestinais (ulceras pépticas) e respiratorios (asma,
doenca obstrutiva cronica). Nessa perspectiva, substancias como os flavonoides tém sido alvo
de estudo na terapia da DA (BRUNTON et al., 2012; FALCO et al., 2016).
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3.4 Flavonoides

Os flavonoides sdo uma classe de metabdlitos secundarios cuja estrutura € formada por
um nucleo benzopirano ligado ao anel aromatico. Geralmente, apresentam na sua estrutura,
grupos funcionais como hidroxilas, glisosideos, metila e isopentila, que alteram o perfil
fisico-quimico do flavonoide a ser formado. Eles sdo oriundos da via biossintética mista
(chiquimato e do acetato), e encontrados, de forma abundante em frutas, vegetais, cereais e
vinho. Essas substancias apresentam alto valor econdmico em decorréncia das suas
propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes, antitumorais e da menor toxicidade em relacéo
a outras classes, como os alcaloides (SIMOES et al., 2017; ALZAND; MOHAMED, 2012;
SAMANTA; DAS, G.; DAS, S. K., 2011).

Na figura 5 abaixo, é exibido o nucleo basico dos flavonoides, que consiste em 15
carbonos, que se distribuem em estrutura C-6 C-3 C-6, podendo sofrer hidroxilacdo ou
glicosilacdo a partir da ligacdo a grupos hidroxila (O-heterosideos) ou glicosilacdo direta na
cadeia carbbnica (C-heterosideos). De acordo com o grau de oxidacdo e saturacdo, 0S
flavonoides séo classificados em: flavona, flavanona, flavonol, antocianidina, isoflavonoides,
biflavonoides (WILLIANS; SPENCER, 2012; VISKUPICOVA et al., 2008; BIRT;
JEFFERY, 2013).

Figura 5. Nucleo bésico dos flavonoides.

Fonte: Simdes et al., 2017.

Em relacdo & farmacocinética, a absor¢do dos flavonoides limita-se as
particularidades fisicas e quimicas de cada componente (tamanho molecular, lipofilicidade,
pKa), sendo que as agliconas (lipossoluvel) possuem melhor capacidade absorvivel, a nivel
intestinal, em comparacdo com as formas glicosidicas (hidrossoluveis). Entretanto, os
glicosideos (rutina, na forma glicosilada) podem ser absorvidos na forma agliconada no
intestino, conforme hidrdlise realizada pela beta-glicosidase (ou transportados intactos aos
enterdcitos a partir do cotransportador de glicose dependente Na®). Porém, outros s&o
direcionados ao intestino grosso, onde sdo degradados por bactérias residentes nesse local
(WALLE, 2004; AKHLAGHI; FOSHATI, 2017).
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Logo apds a absorc¢do intestinal, os flavonoides sdo conduzidos ao figado, onde sofrem
conjugacdo (acido glicurdnico), sulfatacdo e metilacdo por enzimas do complexo CYP450.
Nessa perspectiva, a biotransformacéo hepética tem como finalidade tornar a substancia ativa,
melhorar a hidrofilicidade (e a excrecdo renal, por consequéncia) ou diminuir a toxicidade.
Em seguida, é transportado pela albumina até o 6rgdo-alvo, e posteriormente, excretado na
bile ou urina (ALZAND; MOHAMED, 2012; GUPTA et al., 2016).

Com a chegada ao sitio farmacoldgico de destino, os flavonoides exercem varias
atividades biologicas que favorecem o seu uso, no ambito clinico, como apresentado na figura
6. Dentre elas, sdo destacadas as atividades: anti-inflamatoria, neuroprotetora e anti-
apoptdtica. Em relacdo a acdo anti-inflamatoria, esses compostos sdo capazes de modular a
ativacdo e maturacdo celular (neutréfilos, macréfagos e células dendriticas) assim como a
producdo e liberacdo de mediadores pro-inflamatérios (citocinas, prostangladinas E2,
tromboxanos, histamina e 6xido nitrico) a partir do bloqueio dos fatores de transcri¢cdo, como
0 NF-kB ea AP-1 (RATHEE et al., 2009; MALEKI et al., 2019).

Figura 6. Atividade anti-inflamatdria dos flavonoides na DA.
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Ademais, os flavonoides diminuem diretamente a producao de eicosanoides conforme
a inibicdo da fosfolipase A, (enzima responsavel pela clivagem dos fosfolipidios de
membrana em acido araquiddnico). No sistema nervoso, além da reducdo da secrecdo de
citocinas pro-inflamatorias (IL-6 ¢ TNFa), essas substancias impedem a liberagao e produgio
de 6xido nitrico e de espécies reativas de oxigénio via bloqueio das enzimas Oxido nitrico
sintase induzivel e NADPH oxidase (respectivamente), o que confere neuroprote¢do contra as
injurias desencadeadas pelos radicais livres derivados do processo inflamatério (VAUZOUR,
2014).
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Nas doencas neurodegenerativas, além de inibir a producdo de espécies reativas pela
glia, os flavonoides reagem diretamente com os radicais livres, tornando-os estaveis (a partir
da interacdo do seu grupamento hidroxila com a porcdo reativa do radical). A quercetina e a
catequina, por exemplo, demonstram melhor atividade antioxidante quando exposto a radicais
anions superoxidos (secretados pela glia durante o dano cerebral) e DPPH (radical livre)
(PANCHE et al., 2016; UDDIN et al., 2020; FURTADO et al., 2017; GUPTA et al., 2016).

Diante das multiplas propriedades farmacologicas pertencentes aos flavonoides, os
estudos sobre esses compostos ganharam destaque durante os anos, a fim de entender seus
mecanismos e possiveis indicagbes terapéuticas, principalmente em doencas
neurodegenerativas, como a DA. Atualmente, a terapéutica da DA preconiza minimizar 0s
sintomas cognitivos e comportamentais, além de que os farmacos utilizados induzem efeitos
adversos e colaterais intensos, o que delimita a adesdo e a seguranca no tratamento.
(HUSSAIN, G. et al., 2018; BRUNTON et al., 2012).

3.4.1 Quercetina

A quercetina (3,5,7,3°,4’- pentahidroxiflavona, C15H1007) é um flavonoide, da classe
dos flavondis, que apresenta cinco hidroxilas nas posigdes 3, 5, 7, 3° € 4’ do nucleo basico,
como exibido na figura 7 abaixo. De forma geral, esses locais sdo substituidos por agucares
(glicose, ramnose e rutinose) ou por metilas, que derivam compostos como a rutina
(quercetina 3-rutinoside) e ramnetina (7-O-metil etér quercetina). Na natureza, a quercetina é
encontrada de forma majoritaria (contrapondo-se a agliconada, quercetina) conjugada com
glicosideos, principalmente em frutas, cebola, brocdlis e plantas medicinais (Camellia
sinensis, Gingko biloba e Hypericum perforatum) (LAKHANPAL; RAI, 2007; BISCHOFF,
2008; LI et al.,2016).

Figura 7. Estrutura quimica da Quercetina.

Fonte: Bischoff, 2008.
Com base na farmacocinetica, a absor¢do da quercetina varia conforme a conjugacéo

ou ndo com aglcares. Dessa forma, no intestino, a quercetina e seus derivados glicosidicos
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podem sofrer glucuronidacdo ou desglicosilacdo pelas enzimas glucoronosiltransferase ¢ f3-
glicosidase (respectivamente), com posterior transporte para o figado via veia porta hepética.
No figado, a quercetina sofre glucuronidacdo, metilacdo e sulfacdo (metabolismo de fase 2), a
depender do perfil (glicosilado ou ndo), e por conseguinte, 0os metabolitos sdo distribuidos
(sulfatado ou glicuronideo) para os tecidos alvos através da albumina sérica. Posteriormente,
seus metabdlitos sdo excretados na urina e na bile (ULUSOY; SANLIER, 2020; WANG et
al., 2016; GUPTA et al., 2016).

Em relacdo as atividades bioldgicas, a quercetina é utilizada em diversas patologias
(como cancer, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas) em virtude das acoes
antioxidantes, anti-inflamatorias, quelantes e citoprotetoras (CAI et al., 2013). Diante deste
cenario, a quercetina pode ser uma alternativa como agente terapéutico para 0S processos

inflamatoérios e oxidativos associados a DA.

3.5 Sistemas nanoparticulados

A nanotecnologia farmacéutica consiste no preparo, descricdo e manipulacdo de
produtos ou sistemas farmacéuticos com tamanho entre 1 a 100 nm. Em linhas gerais, 0S
sistemas nanoparticulados se caracterizam pelo pequeno tamanho, area superficial alta e
grande reatividade, e em decorréncia desses aspectos intrinsecos, sdo utilizados no
desenvolvimento de  nanomedicamentos,  nanomateriais  (implantes  teciduais),
dermocosmeticos e sistemas sensoriais com finalidade diagnostica. Na preparacdo de
medicamentos, 0s sistemas nanotecnologicos comumente descritos com esta finalidade sao
0s: anticorpos, conjugados com polimeros, dentrimeros, nanoparticulas e lipossomos
(AULTON; TAYLOR, 2016; ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013; TOBLER; ROCHA,
2020).

Os lipossomos sdo vesiculas formadas por camadas concéntricas de fosfolipidios, cuja
as porc¢des hidrofobicas se projetam para o interior, enquanto as porc¢des hidrofilicas para os
compartimentos aquosos externo e interno. Nesse sentido, devido ao carater anfipatico da
estrutura lipidica, os lipossomos podem veicular farmacos tanto hidrofébicos como
hidrofilicos. Além do nucleo hidrofilico (fase interna) e da membrana lipidica (fase externa),
como visto na figura 8, € possivel alterar a superficie dos lipossomos, e consequentemente,
elevar a meia vida plasmatica dos farmacos e o direcionamento a 6rgéos especificos, seja por
adicdo de grupos hidrogroscopicos ou por ligantes inter-especificos, respectivamente
(MACHADO; GNOATTO; KLUPPEL, 2007; AULTON; TAYLOR, 2016).
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Figura 8. Estrutura dos lipossomos.
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Fonte: Apolinério et al., 2017.

Enquanto, as nanoparticulas poliméricas sdo desenvolvidas a partir de polimeros
naturais ou sintéticos, sendo que os biodegradaveis (lactido-co-glicélido e acido polilactico)
tém sido amplamente estudados no ambito clinico, devido ao perfil de liberacdo controlado e
a alta estabilidade intrinseca. Assim como os lipossomos, a estrutura polimérica pode ser
modificada através da insercdo de polietilenoglicol (PEG) a superficie, que tem como
finalidade a prevencdo da opsonizacdo desencadeada pela resposta imune e a diminuicdo da
depuracdo farmacoldgica. Em relacdo a constituicdo e ordenacdo, as nanoparticulas sdo
representadas por dois grupos: nanocapsulas e as nanoesferas, como pode ser vista na figura 9
(MATOS et al., 2015).

Figura 9. Nanoparticulas poliméricas (nanoesferas e nanocapsulas).
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Fonte: Llabot; Palma; Allemandi, 2008.

Além dos sintéticos, para a confeccdo de nanoparticulas sdo utilizados polimeros
naturais, sendo a albumina um dos mais importantes no carreamento de farmacos devido a
aceitabilidade do organismo, baixa toxicidade, biodegradabilidade e otimizacdo de

propriedades farmacoldgicas, como solubilidade em agua, estabilidade e biodisponibilidade.
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Em consequéncia da afinidade da albumina em transportar diversas substancias e da
facilidade de modificacdo da sua superficie conforme o uso de ligantes e espagadores (PEG,
folato), sdo ideais na terapéutica anti-neoplasica. (PETKAR et al., 2011; TANG, 2019;
KARIMI, M. et al, 2016).

J& os dendrimeros sdo polimeros caracterizados por grandes ramificacdes, em arranjo
estrelar, cuja a estrutura é composta por trés constituintes: nucleo central, estrutura dendritica
interna e a superficie externa. Na figura 10, € demonstrada a estrutura dendrimérica, em que
os polimeros ramificados sdo adicionados camada a camada (chamadas geracdes, G1, G2 e
G3). De maneira global, os farmacos sdo veiculados na regido externa ou interna do
dendrimero, enquanto a superficie externa pode sofrer modificacbes com grupos de orientagdo
ou hidroscopicos a fim aumentar a biodisponibilidade sistémica e reduzir a excrecao renal
(AULTON; TAYLOR, 2016).

Figura 10. Dendrimero.
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Fonte: Aulton; Taylor, 2016.

Como exibido na figura 11, as nanoparticulas lipidicas sdo formadas por uma matriz
lipidica e surfactantes (isolados ou em associacdo), que tem o intuito de aumentar a
estabilidade da formulacdo. De forma geral, existem dois tipos de nanoparticulas lipidicas,
que divergem em relacdo a composicdo lipidica da estrutura ao qual originam: nanoparticulas
lipidicas solidas (SLN) e transportadores lipidicos nanoestruturados (NLC). Ao passo que, as
SLNs séo preparados através de lipidios solidos ou da sua mistura, os NLC séo desenvolvidos
a partir da associagdo entre lipidios solidos e liquidos. Além do mais, este Gltimo apresenta
alta capacidade de carregamento da droga ativa e menor chance de eliminagéo da referida
estrutura em comparacdo com a SLN (ZOLNIK et al., 2010; PARDEIKE, J.; HOMMOSS,
A.; MULLER, 2009).
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Figura 11. Nanoparticulas lipidicas solidas e liquidas.
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Fonte: Assis et al., 2012.

Neste contexto, podemos citar como vantagens dos sistemas farmacéuticos, a base de
nanotecnologia: protegdo contra degradacdo gastrointestinal; aumento da solubilidade e
biodisponibilidade; elevacdo da meia vida plasmatica; liberacdo controlada do farmaco;
reducdo da frequéncia e do esquema de administracdes; reducdo da instabilidade de farmacos;
direcionamento e carreamento do farmaco a alvos especificos; possibilidade de incorporacao
de farmacos hidrossollveis e lipossolUveis. Enquanto, as desvantagens limitam-se ao custo
elevado, incompatibilidades do sistema e a toxicidade (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013;
PIMENTEL et al. 2007).

Com base nas limitagdes da quercetina que inviabilizam o seu uso no tratamento da
doenca de Alzheimer (baixa estabilidade e solubilidade em agua e metabolismo répido), que
consequentemente, acaba reduzindo a biodisponibilidade e os efeitos anti-inflamatorios e
antioxidantes que se almejam, os sistemas nanoparticulados vem ganhando destaque, ja que
sdo capazes de aumentar a solubilidade aquosa de substancias hidrofébicas, e por outro lado, a
estabilidade organica e o direcionamento a érgdos especificos e com certas particularidades
fisico-quimicas, como a barreira hematoencefalica. Nesse contexto, busca-se avaliar a
atividade farmacoldgica da quercetina em sistemas nanoparticulados no tratamento da doenca

de Alzheimer.
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4 METODOLOGIA
4.1 Delineamento do estudo

Este estudo é uma revisdo narrativa, de cunho béasico e exploratério. A revisdo
narrativa, objeto deste estudo, é caracterizada pela abrangéncia tematica (questdo ampla),
subjetividade e precariedade como evidéncia cientifica, o que pode limitar a reprodutibilidade,
ja que os critérios de selecdo sao arbitrarios e as informacdes apresentadas sdo exclusivamente
sob o ponto de vista do autor (ou seja sem rigor metodoldgico). Geralmente, este tipo de
revisdo objetiva integrar ou atualizar o leitor sobre determinado tema em curto espago de
tempo (BERNARDO; NOBRE; JATENE, 2004; CORDEIRO et al., 2007; CASARIN, S. T.
et al., 2020).

4.2 Conducéao da revisdo narrativa

Apbs elaboracdo da pergunta norteadora, intitulada “Como os sistemas
nanoparticulados contendo quercetina podem contribuir na terapéutica da doenca de
Alzheimer?”, foi realizada pesquisa nas principais bases de dados e peridédicos em salde, com
a finalidade de buscar artigos cientificos relacionados ao tema abordado, como: Science
Direct, e Pubmed/Medline, durante o periodo entre agosto de 2021 até dezembro de 2021.
Para o desenvolvimento da pesquisa, foram utilizados os descritores: quercetin, Alzheimer’s

Disease e nanostructure.

4.2.1 ldentificacdo dos artigos

Os descritores utilizados foram aplicados nas maquinas de busca das bases de dados
indicadas utilizando os operadores booleanos NOT e AND para direcionar a pesquisa.
Ademais, o recorte temporal de 10 anos (2011 a 2021) foi utilizado para garantir que 0s

artigos sejam de trabalhos atuais sobre o tema.
4.2.2 Selecdo e aplicacao dos critérios de elegibilidade
No processo de selecdo, foram incluidos artigos, com estudos in vivo ou in vitro,

publicados no periodo entre 2011 a 2021, na lingua inglesa, cujo titulo e resumo estejam

correlacionados com a temaética, ou seja, que discorram sobre a utilizacdo de sistemas de
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liberacdo nanoestruturados contendo quercetina em modelos experimentais da doenca de
Alzheimer. Entretanto, artigos ou documentos em outros formatos como teses, dissertacdes e
artigos de revisdo, e que estejam fora do recorte temporal desejado, assim como com

metodologias incompletas, ndo foram considerados para analise.

4.3 Analise final dos artigos

Ap0s analise do titulo e resumo, os artigos foram lidos na integra e suas metodologias
analisadas para que se elejam aqueles que componham o manuscrito. Os resultados foram
compilados na forma de texto, quadros e figuras conforme o que foi encontrado na pesquisa,

em consonancia com 0s objetivos gerais e especificos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Resultados da busca e selecéo dos artigos

A seguir sdo apresentados os resultados da busca e selecdo dos artigos presentes
nesta revisdo narrativa.

ETAPA 1 (ldentificacdo dos artigos) — De inicio, conforme aplicacdo do recorte
temporal (2011-2021) e dos descritores Quercetin e Alzheimer’s disease, foram encontrados
4861 artigos (PUBMED — 256 e Science Direct — 4608). Com essa busca prévia, foi
verificada a existéncia de varios artigos que cuja avaliacdo partia da atividade anti-Alzheimer
dos flavonoides em extratos hidroalcoolicos de plantas, incluindo a quercetina. Além de
trabalhos que discorriam acerca da atividade dos derivados glicosideos de quercetina (como a
rutina) ou do potencial terapéutico desse flavonoide na dieta humana. Assim como, foi
detectada a existéncia de artigos de revisao (principalmente, revisdo sistematica), o que
sucedeu o acréscimo do descritor review e do operador booleano “NOT” para a obtencdo de
trabalhos experimentais (in vivo e in vitro) com relevancia para esta revisao de literatura.

ETAPA 2 (Selecdo e aplicacdo dos critérios de elegibilidade) — Apds esse processo,
foram obtidos 2630 artigos (PUBMED — 196 e Science Direct — 2494). Em seguida, conforme
aplicacdo adicional do descritor nanostructure ao mecanismo de busca, foram adquiridos 17
artigos (PUBMED- 11, Science Direct- 6) para leitura na integra, e consequentemente,
verificacdo da sua consonancia aos critérios de elegibilidade explicitados.

ETAPA 3 (Anélise final) - Logo apos leitura na integra, foram selecionados 9
artigos para elaboracdo dessa revisao narrativa. Com base nesta andlise, foi possivel constatar
que as publicacdes relacionadas ao tema limitavam-se ao periodo entre 2016 a 2021 assim
como havia documentos em outros formatos (como manuscritos e capitulos de livros), mesmo
apos a utilizacéo dos filtros mencionados anteriormente.

Na figura 8, a seguir, € representado resumidamente os resultados da busca nas bases
de dados.
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Figura 12. Resultados da busca dos artigos.

Artigos identificados (n Descritores
4861) — Quercetin AND Alzheimer’s
Pubmed — 256 disease
Science Direct - 4608
ETAPA 1 1
(Identificacéo)
Artigos identificados (n Descritores
2630) - Quercetin AND Alzheimer’s
Pubmed — 196 disease NOT Review

Science Direct - 2494

!

ETAPA 2 Artigos identificados (n= Descritores
(Selecéo e 17) - Quercetin AND Alzheimer’s
critérios de Pubmed — 11 disease AND nanostructure
Elegibilidade) Science Direct - 6 NOT Review
Artigos eleitos (n=9) Artigos duplicados (n=5)
ETAPA 3 Pubmed - 13 Artigos sem relevancia a
(Analise Final) Science Direct - 4 tematica (n=2668)

!

Artigos identificados
9 artigos

Fonte: Propria, 2021.
5.2 Principais resultados
Nesse sentido, no quadro 1 e 2 sdo elencados os principais estudos (in vivo e in vitro)

que abordam sobre as nanoestruturas (conjugacdo com polimero, como PGLA e

ciclodextrinas, lipossomas, exossomos) contendo quercetina.



Quadro 1. Principais resultados In vitro.
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Titulo Autores Objetivos Metodologia Resultados Concluséo
Tamanho médio: 214,8 +5,6
Potencial zeta: -30,2+2,4
Os oxiesterois administrados em células SH-
Para o preparo da nanoparticulas, | SY5Y foram capazes de induzir a producao
o0s complexos foram submetidos a | de mediadores pré-inflamatorios (CD 36, 1-
técnica de injecdo de solvente e integrina e il-8), sendo 024 e 27 OH e Os sistemas
Loading into Investigar a atividade anti- caracterizados em mistura dos trés oxiesterdis com dados nanoparticulados
Nanoparticles | Testaetal. | inflamatdria da quercetina espectrofotdmetro (370 nm), representativos. Acerca da citotoxicidade, demonstraram ser uma
Improves (2014). em sistemas assim como o seu potencial zetae | células tratadas com sistema nanoparticulado | ferramenta terapéutica
Quercetin’s nanoparticulados de didmetro médio. Engquanto, a carregada com QUE ou em branco nao fundamental para que
Efficacy in ciclodextrinas viabilidade celular da demonstraram efeito citotoxico. Em relagdo a | a quercetina exerca 0s
Preventing dodecilcarbonato em nanoparticula carregada ou ndo | atividade anti-inflamatéria, a quercetina livre efeitos

Neuroinflamm
ation Induced
by Oxysterols

modelo de DA induzido por
oxiesterol

(5uM) foi avaliada a partir da
liberacdo da LDH. Ademais, as
células SH-SY5Y foram tratadas
com um tipo de oxiesterol ou com
sua mistura (5uM ou 15uM). Os
genes e mediadores inflamatorios
foram determinados por RT-PCR
e Western Blot.

mostrou efeito nulo sobre a modulacdo dos
mediadores inflamatérios (exibidos em
tempo real via RT-PCR) induzida por
oxiesterois, contraponde-se ao tratamento
com NP QUE, que reduziu drasticamente 0s
niveis de IL-8, CD36, TLR4 e integrinas
estimuladas de maneira individual ou mistura
dos oxiesterois. Enquanto, as nanoparticulas
ndo carregadas ndo potencializaram o efeito
pro-inflamatorio dos oxiesterois. Ademais,
individual ou sua mistura, induziram a
producdo de COX-2 e prostaglandina sintase,
enquanto os NP QUE diminuiram a sua
expressao, principalmente quando comparado
com a quercetina livre.

neuroprotetores, que €
resultante da
facilitagédo da
passagem na barreira
hematoencefélica e do
aumento da
biodisponiblidade
promovido por NP.
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Quercetin-
modified
gold-
palladium
nanoparticles
as a potential
autophagy
inducer for the
treatment of
Alzheimer’s
disease

Liu, Y. et
al. (2019).

Construir um sistema
nanomaterial modificado
com P-80, Au e Pd,
contendo quercetina, de
modo a induzir a autofagia
do AP.

Com a sintese do ouro octaédrico,
foi obtida nanoestrutura cubica de
ouro-paladio. Em seguida,
modificada por P-80 sob agitacdo
centrifuga e ultrassonificacéo,
houve a formacao de NPs
revestidas com P-80. Logo depois,
adicionada a quercetina a
nanoestrutura via centrifugacao,
secagem e lavagem. A morfologia
e a determinagéo do tamanho
foram definidos a partir da
microscopia de transmisséo
eletrénica e do Malvern Nazon.
Enquanto a caracterizacéo, feita
por espectroscopia UV. Para
avaliacdo da viabilidade celular,
as células foram incubadas com
QUE livre, sistemas
nanoparticulados carregados ou
n&o (citometria de fluxo).
Ademais, a mensuragao da
caspase 3 e da citotoxicidade (via
ensaio MTT) se deu conforme
incubacéo das células com
peptideo AP e tratamento com
quercetina, carregada ou ndo
(centrifugada e detectada por
leitor de microplacas), sendo que
a citotoxicidade foi determinada
via LDH.

O tamanho médio da nanoparticula: 50 nm,
Forma predominante: octaédrica, conforme
analise por microscopia eletrnica de
transmisséo e Nano-ZS.

Com relacdo a estabilidade do sistema, a
partir da insercdo do referido em soluges de
PBS, agua e cultura de células, observou-se
alterac@es significativas no tamanho das NPs
(forma cubica e octaédrica) nas solucGes com
PBS e cultura de células, contrapondo-se a
agua pura, onde ndo houve modificaces.
Acerca do potencial zeta, constatou-se
mudanca de positivo para negativo das NPs
cbncavo cubico P80-Au-Pd quando
adicionada a quercetina. Quanto a viabilidade
celular, em ensaio MTT, observou-se que as
nanoparticulas em diferentes concentragdes
(5u a 40/mL) ndo apresentaram
citotoxicidade e efeitos colaterais quando
incubados na células, principalmente quando
comparado com a quercetina livre. De acordo
a microscopia de forca atbmica e microscopia
de fluorescéncia, detectou-se que as células
tratadas com nanoestruturas nao teve
modificagdo na sua morfologia quando
comparado com o controle. Sobre a
autofagia, células tratadas com QUE e
sistemas nanoparticulados +acridina laranja
demonstraram aumento na quantidade
autofagossomos (granulos alaranjados) em
relacdo ao controle (verde uniforme).
Ademais, 0s sistemas nano e a quercetina
elevaram a atividade dos lisossomos
conforme reducdo do pH e estimulacdo das
hidrolases &cidas, enquanto a cloroquina

Os sistemas NP QUE
P80@Au-Pd concavos
e clbicos exibiram
capacidade de inducéo
da autofagia assim
como atividade
antioxidante quando
administrados em
células SH-SY5Y. Isto
é elucidado pelo
sinergismo entre a
guercetina e sistemas
NP, que estimulam a
autofagia, a eliminacéo
de peptideo AP e os
mecanismos anti-
apoptéticos, além de
ser biocompativel e
com alta
permeabilidade na
barreira
hematoencefalica.
Nesse contexto, ainda
€ necessario avaliar 0s
efeitos autofagicos do
NP em animais.
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(controle negativo), teve efeito contrario.
Assim como, com adic¢do da tioflavina,
observou-se reducdo do peptideo amiloide
nas células tratadas com sistema nano e
quercetina livre.

Protection
against
Neurodegener
ation in the
Hippocampus
Using Sialic
Acid- and
5-HT-
Moduline-
Conjugated
Lipopolymer
Nanoparticles

Yang et al.
(2019).

Elaborar um sistema
lipopolimérico hibrido

(DSPE-PEG 200 +
quercetina + acido

fosfatidico + acido sialico +
5 HTM) para a liberacéo da

guercetina na BBB.

O preparo das nanoparticulas se
deu conforme insercdo PLGA,
DSPE-PEG e quercetina em
cloroférmio, processo este que
envolveu: agitacdo, emulsificagdo
e mistura com &gua pura.
Conforme filtracéo e
centrifugacdo, o sobrenadante
passou por HPLC e UV, para a
mensuragédo da concentracdo das
nanoparticulas carregadas com
guercetina. Em seguida, o
sistema nano foi agitado com SA
e 5-HTM, formando NP-PLGA-
SA-5-HTM-QUE. Ademais, 0
tamanho da particula e potencial
zeta foram determinados a partir
do instrumento zeta sizer 3000
HSA. Enquanto, a superficie
geométrica por microscopia de
varredura e transmissdo. Com
base nisso, foi feita a
quantificagdo dos sistemas
nanoparticulados fluorescentes
das células incubadas com
peptideo AB-42 (10 uM) a partir
do microscopio confocal a laser.
Para a determinacdo da
concentracdo da caspase 3 p0s

A morfologia e a estrutura das nanoparticulas
foram determinadas por microscopia
eletronica de transmissdo e de varredura,
tendo como forma predominante a esférica.
O didmetro das nanoparticulas ficou em torno
de 140 nm a 200, entretanto conforme
aumento da concentracao do &cido
fosfatidico (devido a hidrofibicidade), houve
acréscimo substancial, além de repulsio
eletroestatica. Os sistemas nanoparticulados
tiveram efeito citotdxico minimo nas células,
com percentual de viabilidade celular de 90 a
95%. Ademais, os sistemas NP QUE-SA-5-
HTM-PA-PLGA demonstram maior
capacidade de internalizacdo do que as outras
variagdes NPs com SA e 5-HTM assim como
inibiram a degeneracgdo do peptideo amiloide,
reduzindo o estresse oxidativo (ROS) e
estimulando enzimas antioxidantes como
glutationa peroxidase, principalmente devido
a habilidade de direcionamento do PA
presente na nanoestrutura. Além disso, NP
QUE-SA-5-HTM-PA-PLGA diminuiu a
expressao de caspase em comparagao com
controle e outras variagoes de
nanocarreadores, ja que PA se liga com alta
afinidade com AP e a quercetina liberada
protege 0s neurdnios.

A alteracéo do sistema
NP PLGA-PA com 5-
HTM e SA aumentou
a permeabilidade na
barreira
hematoencefalica no
cérebro de ratos com
DA. Além disso, a
adicdo do PA a
estrutura desencadeou
elevacdo do potencial
zeta e da afinidade de
ligacdo AP, reduzindo
a sua neurotoxicidade.
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Blot.

Foram preparados dois sistemas

RVG29-
Functionalized
Lipid
Nanoparticles
for Quercetin
Brain
Delivery and
Alzheimer’s
Disease.

Pinheiro et
al. (2020).

Elaborar um sistema
nanoparticulado lipidico
contendo quercetina e

funcionalizado com RVG-
29 a fim de aproveitar seus

efeitos neuroprotetores.

nanoparticulados a partir da
homogeneizagéo a quente e
ultrassonificagéo: nanoparticulas
de lipidios solidos e
nanoestruturas carreadoras de
lipidios, ao qual se diferenciam
pela composicao deste Gltimo
(além do palmitato de cetila, ha
também o miglyol-812). A fase
lipidica do sistema consistiu dos
surfactantes, lipidios e quercetina.
Para a modificacdo da superficie
da nanoparticula, foi complexada
0 RVG-29 com o DSPE-PEG-
MAL (ligacdo tioteter), dialisado
e incorporado a fase lipidica. O
conjugado foi entdo identificado
via ressonancia magnética nuclear
e microscopia de infravermelho.
Enquanto o potencial zeta do
sistema nanoparticulado foi
aferido conforme o uso do
aparelho Brookhaven. Acerca da
citotoxicidade da nanoestrutura,
realizou-se o0 ensaio LDH, onde as
células foram incubadas com NP
carregadas ou ndo com

quercetina.

Tamanho da nanoparticula: inferior a 250
nm;
Potencial zeta: -25 mV;
Eficiéncia de encapsulamento: 80%
A funcionalizagdo com RVG29 foi
confirmada por espectroscopia de
infravermelho. Em relacdo a morfologia, a
particula apresentou tamanho de 200 nm e
forma esférica uniforme. Além disso,
demonstrou-se que a funcionalizagédo com
RVG 29 n&o alterou o tamanho nem mesmo
guando carregada com QUE. Enquanto na
investigacdo por espalhamento de luz
dindmico, (didmetro hidrodindmico)
constatou-se que as nanoparticulas tinham
valor inferior a 250 nm, sendo ideal para
cruzar a barreira hematoencefalica. Acerca
do potencial zeta, os valores ficaram em
torno de -20 a -30 durante os 3 meses de
estudo, favorecendo a estabilidade da
nanoestrutura. Assim como, a eficiéncia de
encapsulamento teve percentual de
aprisionamento de quercetina em
nanoparticulas de cerca de 802 90% (8 a9
mg de quercetina). A citotoxicidade das
nanoparticulas foi investigada a partir do
ensaio com lactato desidrogenase, que
demonstrou que a viabilidade celular foi

inferior a 15% quando exposto ao objeto de

Os sistemas
nanoparticulados de
quercetina apresentam
boa estabilidade, baixa
citotoxicidade e 6tima
eficiéncia de
encapsulamento.
Assim como
demonstraram
capacidade de permear
a barreira
hematoencefalica e
inibir a formacéo de
peptideo amiloide,
tendo assim potencial
para a terapia da DA.
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estudo, principalmente na concentracao
méaxima de 30uM

As NP P-80 QUE Se

Quercetin-
loaded
selenium
nanoparticles
inhibit
amyloid-p
aggregation
and exhibit
antioxidant
activity

Qi, Yujie et
al. (2020).

Investigar a atividade

antioxidante e anti-amiloide

dos sistemas
nanoparticulados de
selénio-polissorbato 80
com quercetina na DA.

O sistema nanoestruturado foi
desenvolvido conforme preparo
da solugdo de acécia e insercdo do
sal selénico (Na,Se0O3). Ao
término, adicionou-se a gquercetina

e 0 P-80, mantendo em
temperatura ambiente e repouso
para a ocorréncia da reacao.

Quanto a caracterizagdo nano, o
tamanho e o potencial zeta foram

determinados a partir Zeta Sizer

Nano, enquanto a morfologia por

microscopia eletrénica de
varredura. Para a avaliagéo da
citotoxicidade do sistema nano, as
células foram cultivadas com

H,0, e divididas em trés grupos:

Controle (cultivadas com
estreptomicina e penicilina);

Grupo 2 tratada com NP P-80@

QUE@ Se; Grupo 3 tratada com

NP P-80@CA Se.

No estudo, as NPs QUE e Se foram afetadas
pela proporc¢do (2:1 e 10:1) entre QUE e
Na,SeOg, principalmente no diametro e
potencial zeta, resultando no aumento do

tamanho, devido a adsorcéo do farmaco no
nucleo selénico. Enquanto, em 6:1, se obteve
nanoparticula de tamanho satisfatorio.
Ademais, as proporcoes estudadas
apresentaram estabilidade abaixo do
esperado, 0 que motivou o uso da acécia
como estabilizador. As nanoparticulas de
QUE e Se tiveram tamanho entre 89,90 e 0
potencial zeta de -9.89. Conforme a adicdo
de P-80, a fim de aumentar
biodisponibilidade, as nanoparticulas obteve
tamanho menor de 200 nm. Com base na
difracdo de raio, observou-se que o sistema
nanoparticulado formado encapsulou a
guercetina. Acerca da atividade antioxidante,
a nanoestrutura diminuiu drasticamente a
quantidade de DPPH, tendo melhor ac&o
sequestrante do que o acido ascorbico.
Enquanto, em analise dos oligbmeros pela
fluorescéncia desencadeada pela ligacdo da
tioflavina a placas senis, visualizou-se a
diminuigdo em 310 nm, o que ¢ fortalecido
pelos achados em microscopia eletronica de
forca atbmica. Apos ensaio com kit 8 de
contagem células, foi mensurado que a

diminuiram o deposito
de peptideo amiloide e
0 estresse oxidativo
desencadeado por
DPPH e peroxido de
hidrogénio (1000uM)
em células PC12,
tendo melhor acédo
antioxidante do que o
acido ascorbico.
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viabilidade celular ap6s tratamento com NPs
QUE (25 a 50 uM) foi superior a 90% o que
evidencia a baixa citotoxicidade da
formulac&o. Ademais, a nanoestrutura
diminuiu toxicidade causada pelo H,O, (1000
M) em concentrages até 25 uM.

Fonte: Prdpria, 2021.

Quadro 2. Principais resultados In vivo e in vitro.

Titulo Autores Objetivos Metodologia Resultados Concluséo
Para o preparo do sistema nano, a Os sistemas NPs
guercetina foi dissolvida em etanol, A partir da microscopia eletronica de varredura, foi guercetina
e preenchida a seringa, ao qual foi possivel observar que as particulas de QUE, antes do diminuiram os
aderida a bomba. Em seguida, a procedimento, apresentavam tamanho nao uniforme, efeitos
solugdo foi injetada no anti- granulos bem grosseiros, de certa forma. Entretanto, os | patolédgicos da
solvente (agua desionizada) sistemas nanoparticulados de quercetina, possuiam escopolamina de
conforme agitacéo (1000 rpm). uniformidade de tamanho, tendo valor inferior a 300 forma
Entdo, as NPs foram filtradas e nm. Ademais, a NP QUE diminuiram os niveis de significativa,
Quercetin secas a vacuo. Ademais, o tamanho MDA e acetilcolinesterase e aumentaram de GSH e guando
nanoparticles Investigar o efeito da particula e a morfologia foram | catalase (enzima antioxidante) quando comparado com | comparado com
attenuates protetor das determinados a partir da as células tratadas com escopolamina, enquanto QUE a quercetina
scopolamine induced Palle e nanoparticulas de

microscopia eletronica de

livre apresentou efeito pouco significatico.

livre, devido ao
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spatial memory
deficits and
pathological

damages in rats

Neerati
(2016)

guercetina, quando
comparado a
quercetina livre, em
modelo DA induzido
por escopolamina.

varredura. Enquanto, para o estudo,
os ratos Winstar foram divididos
em grupos de forma aleatoria:
controle (tratada com solugéo
salina); grupo 2 (tratada com
escopolamina , 20 mg por Kg);
Grupo 3: (quercetina); grupo 4 (NP
QUE, 30 mg por Kg). Os animais
entdo foram treinados por 7 dias e
escolhidos conforme performance.
A dosagem do medicamento é feita
diariamente por 8 dias, enquanto a
escopolamina é administrada nos
grupos Il a IV de acordo com a
ultima administragdo. Com base na
decapitagdo e remocéo do cérebro,
as laminas foram preparadas com
solucdo tampéo de fosfato, e
posteriormente, centrifugada. Em
seguida, realizou-se a mensuracéo
de MDA e da atividade catalase.

prolongamento
na circulacéo
sistémica e alta
biodiisponibilid
ade, 0 que torna
como alternativa
futura no
tratamento da
DA.

Brain delivery of
guercetin-loaded
exosomes improved
cognitive function in
AD mice by
inhibiting
phosphorylated tau-
mediated
neurofibrillary
tangles

Qi, Yao et
al. (2020)

Sintetizar um sistema
€x0ssomico com
quercetina e
investigar sua
atividade
neuroprotetora em
modelo de DA
induzido por acido
okadaico.

O EXO foi extraido do plasma de
ratos SD conforme centrifugacéo
do sangue coletado e analisado com
kit BCA. Enguanto, 0
encapsulamento com quercetina, foi
realizado conforme dissolugéo de 1
mg de quercetina em 200 pL
DMSO (com Tween 80). Em
seguida, adicionou-se 1,5 mg de
ex0ssomo sob agitacdo e
ultrassonificagcdo com agua gelada.
O sistema nano formado foi lavado
trés vezes para a remocao da
guercetina livre e a quercetina ndo

Morfologia e tamanho dos exossomos e dos sistemas
ex0ssomicos com quercetina: esférica e homogénea
(Microscopia de forca atbmica) e 125 nm e 150 nm.
Caracterizacao da vesicula: identificou-se a presenca
das proteinas Alix e CD63, o que fortalece que o
produto obtido através ultracentrifugacao é o
exossomo (Western Blot). Importante ressaltar que nédo
houve modificacdo na estrutura da vesicular apos
carregamento com a quercetina.

Eficiéncia de encapsulamento: 30% (+8,3%);
Perfil farmacocinético EXO-QUE e QUE em
camundongos SD via intravenosa: tempo de meia vida
(89,14 min x 36,47); concentracdo maxima sérica (2,5
pg por mL x 1,31).

O EXO-QUE
aumentou
atividade

neuro’protetora
da quercetina
conforme
elevacdo da
biodisponibilida
de e do
direcionamento
ao cérebro com

DA, induzido
por acido

okadaico. Nesse
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encapsulada aferida a partir do
HPLC. A forma e o tamanho da
particula do EXO e EXO-QUE
foram determinados a partir da
microscopia de forca atbmica e do
Zeta Sizer nano. Acerca do perfil
farmacocinético, foram
administrados 12 mg por Kg de
guercetina ou NPQ por via
intravenosa nos ratos e coletado seu
sangue periodicamente, sendo este
centrifugado, precipitado, obtendo
0 sobrenadante com quercetina, que
foi identificado via HPLC. As
proteinas extraidas do hipocampo
dos ratos sacrificados foram
investigadas de acordo com o
western blot.

Citotoxicidade EXO-QUE e EXO (hematoxicilina e
eosina): morfologia normal dos 6rgaos como figado,
rins e pulméo quando comparado com o grupo
controle;

Biodisponibilidade no cérebro via administragédo
intraperitoneal e intravenosa: foi observada maior
fluorescéncia com EXO-QUE, contrapondo-se a QUE
livre. A partir do HPLC, constatou-se aumento da
concentracdo de quercetina no cérebro e cerebelo em
ratos tratados com EXO-QUE (2,5 vezes e 1,5 vezes,
respectivamente). Assim como, EXO-QUE inibiu a
apoptose e conferiu neuroprote¢do ao hipocampo,
enquanto no grupo tratado com acido okadaico, houve
reducdo dos neurdnios, retracdo dos axénios e aumento
dos corpos apoptoticos a partir da analise por
microscopia de fluorescéncia e por coloracao por
hematoxicilina e eosina. O estudo ainda analisou a
atividade anti- tau do EXO-QUE em células.
Conforme o tratamento com acido okadaico, houve
aumento da hiperfosforilagdo da proteina tau e da
atividade das CDKs assim como da caspase 3 e 9.
Entretanto, a partir da administracdo da EXO-QUE,
houve reducédo da atividade das CDKs e da formagéo
de emaranhados neurofibrilares, além das caspases 3 e
9

sentido, EXO-
QUE atenuou o0s
sintomas
cognitivos a
partir da
inibicdo da
fosforilacéo da
proteina tau e a
formacdo de
emaranhados
neurofibrilares,
como
consequéncia.
Sendo assim,
uma abordagem
na terapéutica
da DA.

Neuroprotective
effect of quercetin
nanoparticles: A
possible prophylactic
and therapeutic role
in alzheimer’s
disease

Rifaai et al.
(2020).

Investigar os efeitos
terapéuticos dos
sistemas
nanoparticulados
com quercetina na
DA estimulada por
AICl;.

A suspensdo das nanoparticulas
foram obtidas a partir da
precipitacdo anti-solvente e
ultrassonificacdo. Em seguida, as
suspensdes passaram pelo

evaporador rota (40 °C) para a
remogdo do solvente orgénico e
homogeneizagéo subsequente. O

tamanho da particula foi mensurado

conforme a técnica de difracdo a

No grupo profilatico, a morfologia celular dos
neurdnios foi preservada quando tratadas com NPs.
Enquanto no grupo NP+ DA induzida por cloreto de

aluminio, os NPs reverteram parcialmente as mudangas
prejudiciais nos neurdnios do hipocampo e
extrapiramidais. De forma especifica, os NPs do grupo
profilatico e NPs preservaram e restauram a forma
neuronal conforme redugédo dos emaranhados
neurofibrilares e placas amiloides. Em analise

Estudos
comprovaram
que a
administracéo
de sistemas
nanoparticulado
s contendo
guercetina
preservou 0s
neurénios,

histol6gica, o grupo controle reduziu a quantidade de
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laser. Para o estudo, 0s animais
foram divididos em 4 grupos de 6
componentes cada: grupo controle
(tratado com NP QUE, 30 mg por
Kg); grupo AD (tratado com AICl;,
100 mg por Kg); Grupo profilatico
(tratado simultaneamente com NP
QUE e AICI3); Grupo NP QUE,
tratado com NP QUE
posteriormente a inducédo da DA.
Os espécimes entdo foram
decapitados, retirado o cérebro,
fixados e corados em Iamina. Para a
observacdo dos emaranhados
neurofibrilares e placas amiloides,
foi usado o método de
Bielschowski.

astrécitos reativos, com poucas ramificaces,
enquanto, o grupo DA e NP apresentaram grande
namero, com Varias ramificagdes. Contrapondo-se, 0
tratamento preventivo reduziu a populacdo de
astrécitos e da microglia quando comparado com o
controle. De forma geral, no grupo DA, os astrécitos e
micréglia apresentaram ramificagdes, com cromatina
densa, mitocéndrias e granulos em demasia. Enquanto,
no grupo profilatico, observou-se apenas duas células
microgliais, enquanto no grupo NP, constatou-se a
presenca de células com pequenos vacuolos,
mitocondrias danificadas e cromatina de baixa
densidade.

bloqueando a
formacdo de
emaranhados
neurofibrilares e
deposito de
peptideo
amiloide assim
como regulando
as células gliais
(como astrocitos
e microglia).
Portanto, os
sistemas NP
QUE podem ser
uma alternativa
terapéutica com
papel essencial
na prevencdo e
tratamento da
DA.

Natural Phyto-
Antioxidant Albumin
Nanoagents to Treat
Advanced
Alzheimer’s Disease.

Dou, Yan
et al.
(2021).

Desenvolver um
sistema
nanoparticulado de
albumina contendo
guercetina, via
intranasal, para o
tratamento da doenca
de Alzheimer.

Para o preparo do sistema
nanoparticulado, a albumina sérica,
guercetina e glutaraldeido foram
dissolvidos na solugéo tampéo de
fosfato salino, etanol e agua, sob
agitacdo. Conforme remocéo do
etanol, quando submetido ao
evaporador rotatorio, e diélise
posterior, obteve-se a nanoestrutura
de quercetina. Acerca da
caracterizacdo, o tamanho da
particula e potencial zeta foram
definidos a partir do microscopio
eletrénico de transmissao e
instrumento Zeta Sizer, de forma

Os sistemas nanoparticulados de albumina humana
teve didmetro em torno de 84,3 nm e forma
predominante a esférica. Acerca do espectro UV,
constatou-se que o0s padrbes de picos foram
semelhantes entre quercetina e os NP QUE em 372
nm, o que reflete que o encapsulamento foi bem
satisfatorio, principalmente pelo percentual de
eficiéncia de 86%. No tocante a atividade antioxidante,
a quercetina livre reduziu substancialmente a
concentracdo de PBS em detrimento dos sistemas NP
QUE, o que demonstra perfil de liberacdo lento deste
altimo. Em relacdo a citotoxicidade, a NP QUE
apresentou viabilidade celular de 90%. Apds
tratamento com H,0O,, a viabilidade cellular diminuiu
pela metade (52%), enquanto que com a quercetina

No estudo,
constatou-se que
0s sistemas NP
HSA@QUE
tinham efeito
neuroprotetor
contra 0s
insultos
oxidativos e
apoptoticos da
DA em
camundongos,
diminuindo a
concentracao de
H,O,e
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respectiva. Enquanto o potencial de
encapsulamento se deu de acordo
com a mensuracao (leitor
Multilabel) da quantidade
quercetina livre presente no sistema
nano a ser investigado. Quanto a
citotoxicidade da particula, as
celulas PC12 foram incubadas com
guercetina livre ou sistemas
nanoparticulados carregados com
quercetina. Acerca da atividade
antioxidante, as células
inicialmente foram tratadas com
H,0,, e em seguida, administrada
quercetina livre (20ug por mL) ou
nanoestruturada (200pg por
mL).Em relacéo a deteteccédo de
ROS e atividade apoptoética, as
células foram divididas em grupos:
controle (sem tratamento); grupo 2
(400uM H,0,); grupo 3 (H,02. Q
livre); grupo 4 (NP QUE 200 uM +
H,0,). E logo depois, analisadas
(ensaio ROS) por citometria de
fluxo e microscopia de
fluorescéncia invertido. Com
relagdo aos espécimes animais, 0s
ratos foram alocados em trés
grupos: WT (tratados com solugéo
salina); AD (APP e PS1); HQ (APP
e PS1 + NP QUE). Para detectecédo
de caspases e peptideo AP, foi
utilizado Western Blot.

livre e NP QUE a contagem de células PC12 foi 82% e
88%, respectivamente. Além disso, os dois compostos
reduziram os niveis das espécies reativas de oxigénio e
das proteinas apoptéticas, com valores entre 13,5%
(QUE) e 7,87% (NP QUE). Como também, reduziu a
concentracdo de peptideo amiloide durante 21 dias e
dos niveis das proteinas apoptdticas como P53 e
caspase 3.

agregacao do
peptideo beta
amiloide, e 0
dano neuronal
subsequente.
Sendo uma
estratégia
efetiva no
tratamento da
DA em
decorréncia do
efeito benéfico
no ambito
cognitivo,
biosseguranca e
biocompatibilid
ade intrinseca.

Fonte: Propria, 2021.
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5.3 Sistemas nanoparticulados contendo quercetina: Vantagens e limitacoes

A barreira hematoencefélica (BBB) apresenta estrutura anatbmica que limita a entrada
de patdgenos e substancias nocivas, e por conseguinte, protege o cérebro contra eventos que
comprometem a homeostasia cerebral. Além de, restringir a distribuicdo de farmacos, o que
acaba reduzindo a sua eficdcia no tratamento de doencas neuronais (doenca de Alzheimer,
Parkinson, esquizofrenia, epilepsia). Nesse sentido, a fim de facilitar a passagem de drogas
através da BBB, os sistemas nanoparticulados vem sendo uma estratégia interessante, devido
ao direcionamento e alta carga em Orgdos especificos. Entretanto, apresenta como
desvantagem, a citotoxicidade. Dessa forma, sdo apresentados a seguir os resultados sobre
esses dois parametros (ZHOU et al., 2018; SARKAR, A. et al., 2017).

No modelo de DA induzido por oxiesterois, Testa et al. (2016) averiguaram a
capacidade citotoxica da NP de ciclodextrina dodecilcarbonato (carregada ou ndo com QUE)
em termos da liberacdo de LDH pelas células SH-SY5Y (representadas em percentual). Com
base na figura 13 abaixo, nota-se que as nanoestruturas em branco ou contendo quercetina
(Qn) ndo induziram efeito citotdxico quando comparado com o grupo controle (células ndo
tratadas). Alias, apresentaram boa permeabilidade celular, acumulando-se ao redor do nucleo,
conforme pode ser visto pela fluorescéncia emitida através da microscopia confocal a laser
(figura 13 B).

Figura 13. Viabilidade celular das nanoparticulas de quercetina.
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Legenda: NPs: nanoparticulas ndo carregadas; Qn: nanoparticula contendo quercetina; Qf:
quercetina livre.
Fonte: Testa et al., 2014.



43

Em achados de Liu, Y. et al. (2019), foi avaliado também a citotoxicidade das NPs de
QUE@AU-Pd@P-80 nas células SH-SY5Y e bEnd3 em distintas concentracbes (5 a 40
pg/mL), através do ensaio MTT. De acordo com a figura 14, observa-se que as NPs QUE @
Au-Pd@P-80 tém efeito razoavel sobre a viabilidade celular, principalmente quando se faz
comparativo com o controle (nenhum tratamento) e a QUE livre.

Figura 14. Viabilidade celular das NPs QUE @ Au-Pd @ P-80.
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Fonte: Liu, Y. etal., 2019.

Neste estudo, analisaram-se ainda a permeabilidade celular das NPs QUE @ Au-Pd @
P-80 através do sistema de co-cultura Transwell. Na figura 15, é possivel identificar (via
microscopia confocal a laser) que as NPs QUE @ Au-Pd @ P-80 complexadas com ruténio
emitiram fluorescéncia verde em elevada intensidade quando comparado com NPs QUE @
Au-Pd e o grupo controle, demonstrando assim, que a adi¢do do P-80 a nanoestrutura facilitou
a passagem do farmaco na BBB.
Figura 15. Eficiéncia no transporte da NPs QUE @ Au-Pd @ P-80 na BBB.
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Fonte: Liu, Y. et al., 2019.
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Enquanto, Yang et al. (2019) constataram que a NP QUE-SA-5HTM-PA-PLGA
(0,025%) possui efeito citotdxico pouco significativo sobre a viabilidade (90%) das células
HBMECs, que pode esta associado a transfusdo membranar aumentada (e por consequéncia
elevacdo da permeabilidade BBB) devido a presenca do 5-HTM e da SA, como pode ser visto
na figura 16 (B). Ademais, figura 16 (C), a associacdo dessas substancias nas NPs QUE-SA-
S5HTM-PA-PLGA elevaram a concentracdo de QUE no sitio farmacoldgico em relagdo as
demais formulacdes desenvolvidas (NP QUE-5HTM-PA-PLGA e NP QUE-SA-PA-PLGA).
Figura 16. Viabilidade celular da NP QUE-SA-5HTM-PA-PLGA.
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Fonte: Yang et al., 2019.

No tocante a viabilidade celular, figura 17 (A), Qi, Yujie et al. (2020) alcancaram
valores proximos aos encontrados por Yang et al. (2019), com percentual acima de 90% para
as NPs de P-80-QUE@Se, nas concentracdes entre 25 a 50 uM, em ensaio CCK-8. No
entanto, a NP P-80-CA@Se teve percentual inferior (70%) sobre a viabilidade das células
PC12 quando comparado com a NP P-80-QUE@Se na mesma concentracao.

Figura 17. Viabilidade celular da P80-QUE@Se e NP P80-CA@Se.

(A

12%
PlRl-Chenii e Pod- 457450

(1]

E: ]

50

Call Vinkdlity (¥}
Celll Viability (%)

25

conel ?_nim oM 25 ;-?-1 5I}I|IH
Fonte: Qi, Yujie et al., 2020.

De forma similar a Testa et al., Pinheiro et al. (2020) avaliaram a viabilidade celular
das NPs lipofilicas RVG29 (peptideo oriundo da glicoproteina do virus da raiva) a partir da
liberacdo LDH pelas células hCMEC/D3. Na figura 18 (a), visualiza-se que as NPs RVG29

(SLN e NLC) teve citotoxicidade abaixo de 15%, mesmo na alta concentragdo utilizada no
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estudo (30 pM). Assim como, atraves de co-cultura de Transwell, averiguaram-se que as NPs
funcionalizadas com RVG29 (carreadas com fluoresceina) tiveram permeabilidade BBB
superior as outras nanoestruturas, que pode esta relacionada a RVG29, peptideo que se liga
aos receptores nicotinicos da BBB, facilitando o direcionamento da quercetina ao céerebro.
Figura 18. Citotoxicidade e permeabilidade na BBB das NLC E SLN funcionalizadas com
RVG29.
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Legenda: SLN: nanoparticulas sélidas lipidicas ndo carregadas; NLC: carreadores lipidicos
nanoestruturados nao carregados; SLN-RVG: nanoparticulas sélidas lipidicas funcionalizado
com RVG; NLC: nanoparticulas solidas lipidicas ndo carregadas funcionalizado com RVG.
Fonte: Pinheiro et al., 2020.

Ja Dou, Yan et al. (2021) investigaram a biodisponibilidade cerebral das NPs
HSA@QUE em camundongos C57BL/6 via intranasal, conforme sistema de imagem in vivo
(sonda fluorescente infravermelha). A partir da administracdo das cys5.5 (fluorocromo)-NPs
HSA @ QUE em ratos, figura 19 A, observaram aumento da intensidade da fluorescéncia no
cérebro (ap6s 5 minutos) quando comparado com o controle (que ndo recebeu tratamento), o
que indica réapida capacidade de retencdo e boa biodisponibilidade pela nanoestrutura neste
orgdo (principalmente, depois de 24 horas, figura 19 C).

Figura 19. Biodisponilidade intranasal NPs HSA @ QUE em camundongos APP / PS1

idosos (analise quantitativa e qualitativa).
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Fonte: Dou, Yan et al. 2021.
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Acerca da citotoxicidade das NPs HSA @ QUE (6,25 a 400 pg/mL), em ensaio CCK-
8, Yang et al. (2021) demonstraram que as formula¢Ges nanoestruturadas confeccionadas
resultaram em resultado (90%) insignificante sobre a viabilidade celular, como pode ser
observado na figura 20 (A).
Figura 20. Viabilidade celular das NPs HSA @ QUE (HQ).
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Legenda: HQ: nanoparticulas de quercetina.
Fonte: Dou, Yan et al. 2021.

Enquanto, Qi, Yao et al. (2020) analisaram o perfil farmacocinético das NP EXO
@QUE e QUE livre (12 mg/Kg) no cérebro de ratos SD a partir da sua administracdo por
meio intravenoso. Na figura 21, ao qual representa o padrdo farmacocinético das substancias,
é possivel notar que as NPs EXO tém tempo de meia vida superior e concentracdo maxima
eficaz a QUE livre (respectivamente, 89,14 e Crma= 1,31 mg/L e 36, 47 minutos e Cpax= 2,5
mg/L). Assim como, a EXO @ QUE elevou a concentracdo de quercetina no hipocampo,
como pode ser visto na figura 21 (B) através da intensidade da fluorescéncia emitida.

Figura 21. Perfil farmacocinético da EXO-QUE.
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Fonte: QI, Yao et al., 2020.

Dessa forma, demonstra-se que as nanoparticulas contendo quercetina possuem
capacidade de carreamento e retencdo no cérebro satisfatoria, que consequentemente esta
relacionado a facilidade de cruzamento na BBB ocasionado pela adicdo de grupos de
orientagdo, como 5-HTM, SA, RVG29, P-80 e EXO. Ademais, foi constado que as NPs

desenvolvidas néo influenciaram na viabilidade celular em estudos in vitro e in vitro (mesmo
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com as modificagdes na superficie) assim como nédo foi relatado nenhuma desvantagem na
aplicacdo em termos clinicos (LOMBARDO et al., 2020).

Por outro lado, a presenca (ou a inexisténcia) adversidades associadas as
nanoparticulas dependem exclusivamente de fatores como: tamanho, porque o aumento ou
reducédo significativa podem induzir uma resposta do sistema imune ou citotoxicidade em
decorréncia da reatividade com moléculas enddgenas; forma; compatibilidade entre os
componentes da nanoestrutura (e sua concentracdo); reacdo do sistema imune; via de
administracdo (WILCZEWSKA et al., 2012).

5.4 Atividades anti-inflamatéria e antioxidante da quercetina em sistemas

nanoparticulados

A quercetina é um flavonoide capaz de modular os processos inflamatérios e
oxidativos, em que had a liberacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e de
mediadores pré-inflamatorios (prostaglandinas, citocinas e quimiocinas). Nesse sentido, esse
farmaco interfere em diversas vias de sinalizagdo associadas a neuroinflamacdo e o estresse
oxidativo, como a NF-kB, NrF2, MAPK e PNO2. A seguir, na figura 22, sdo apresentados 0s
potenciais mecanismos anti-inflamatorios e antioxidantes da quercetina na DA (GREWAL et
al., 2021).

Figura 22. Atividade anti-inflamatoria e antioxidante da quercetina na DA.

@ Activation

uercetin
2 o~ = lokibition

Plasma
Membrane GPCR

m}%m@a
\

S > |

— -
Nef2 AP-1  CREB/ (o o £

ARE Complex EGRL, Quercetin =

- v——‘! D
Quercetin Cytoprotective genes 3*

S PAVAVAVY PONZ
\; Nucless 1
Senalling C """_‘::‘"'.':_"‘“‘" o CINF@) —= (€ 0; = H.0: ~Cysocheome &
(NFKB, AP) 2
e g Mitochomdria
Caspase 39

Fonte: Grewal et al., 2021.



48

Diante das injurias causadas pelo depdsito de peptideo AB-42 e da formagdo de
emaranhados neurofibrilares, a quercetina pode inibir maltiplos alvos farmacol6gicos, como o
fator de transcricdo NF-kB, que quando expresso nas células leucocitarias e endoteliais,
estimula a producédo e liberacdo de mediadores inflamatorios (TNF-a, ILI-B, IL-8, proteina
quimiotética de mondcitos 1, moléculas de adesdo) e de espécies reativas de nitrogénio e
oxigénio (anion superédxido, H,0,). Nessa perspectiva, a quercetina impede a dissocia¢do do
NF-kB do inibidor kB, e por consequéncia, a sua translocacdo para o nucleo, levando a
reducdo dos efeitos pro-inflamatdrios e pro-apoptoticos intrinsecos (principalmente, das
caspases e do citocromo ¢) (SUGANTHY, et al., 2016).

Em estudo realizado por Testa et al. (2014), no modelo de DA induzido por
oxiesterdis (5 UM ou 15 uM, produtos da oxidacdo do colesterol), demonstraram-se que a
guercetina em sistemas nanoparticulados de dodecilciclodextrinas diminuiu substancialmente
a expressdo de CD36, TLR4, B-integrinas (moléculas de adesdo) e IL-8 em células SH-SY5Y
(derivadas do neuroblastoma humano) quando comparado com a QUE livre e o grupo
controle (ndo tratadas), como pode ser observado na figura 23.

Figura 23. Efeito da NP de quercetina na expressao de mediadores pro-inflamatérios.
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Enquanto Rifaai et al. (2020) em modelo de DA desencadeado por AICIl3 (100 mg por
Kg), averiguaram que as NPs QUE (30 mg por Kg) reduziram a liberacdo de 6xido nitrico e de
citocinas inflamatérias (IL-1) nas células gliais (astrocitos e micrdglia) de ratos Sprague
Dawley (macho, adulto), com resultado significativo no grupo profilatico (administracdo
simultanea NP QUE+AICI3) quando comparado com o grupo NP QUE. Além disso,
bloqueou a secrecdo de fatores de ativagdo de astrocitos assim como da COX-2, 6xido nitrico
sintase induzivel e prostaglandinas E2, resultando em deplecdo da astrogliose e microgliose.

Na figura 24, a seguir, é possivel visualizar as alteracdes morfoldgicas em astrocitos

nos grupos, representados pelas letras A, B, C, D, respectivamente: controle (forma e
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distribuicdo normal), DA (muitos astrécitos, com ramificacdes citoplasmaticas), profilatico
(reduzida quantidade células astrocitarias) e NP QUE (astrocitos em demasia, padrdo similar
ao grupo AD (RIFAAI et al., 2020).

Figura 24. Imunoreatividade de GFAP e os efeitos de NP QUE na DA.
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Fonte: Rifaai et al., 2020.

Outroassim, esse flavonoide interfere na produgado e agregag¢ao de peptideo AP e (seus
efeitos oxidativos), conforme bloqueio do NF-kB, j& que o referido fator de transcricdo
também regula a expressdo da secretase BACE-1, enzima importante no processamento da
proteina precursora amiloide. Além disso, a QUE inativa as proteinas quinases MAPK e
ERK1/ERK2 (geralmente fosforiladas por H,0,), e por conseguinte, da AP-1. Em decorréncia
do bloqueio da via JINK / ERK1/2 / AP-1, ocorre reducdo da producdo de ROS e da apoptose
celular (ZAPLATIC et al., 2019).

De acordo com Yang et al. (2019), a partir do tratamento de células SK-N-MC com
peptideo AB-42 (10 uM), QUE livre, sistemas nanoparticulados QUE-SA-5HTM-PA-PGLA e
QUE-PGLA (0,0025%), constataram-se que a quercetina isolada e na sua na forma lipofilica
atenuou a deposicdo de peptideo amiloide e o estresse oxidativo derivado, com acdo sinérgica
sobre a glutationa peroxidase (enzima antioxidante, responsavel por neutralizar ROS), de
modo que a viabilidade celular foi restaurada. Ademais, a quercetina nanoestruturada reduziu
drasticamente a expressdo caspase 3, enquanto a quercetina livre teve acdo mediana, como
mostra a figura 25 (B).
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Figura 25. Viabilidade celular (A) e expresséo das caspases 3 (B).
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Fonte: Yang et al., 2019.

Dessa forma, a acdo neuroprotetora esta relacionada a expressdo e supressao de
enzimas e moléculas antioxidantes (glutationa sintetase, superéxido dismutase) e pro-
oxidantes (NADPH oxidase, xantina oxidase, oxido nitrico sintase, anion superdxido) via
ativacdo do Nfr2, respectivamente. Como também da PNO2, enzima que impede a formacao
de ROS e a disfuncdo mitocondrial (e liberagdo de citocromo ¢ e da cascata apoptotica
derivada). Ao mesmo tempo em que, a acdo antioxidante direta é oriunda da presenca de
substituintes hidroxilas nos anéis A e C na estrutura da quercetina (SUGANTHY et al., 2016;
GREWAL et al., 2021).

Conforme Pinheiro et al. (2020) observaram no ensaio com tioflavina T (fluroforo
com capacidade de ligagdo ao peptideo AB), a QUE livre e carregada em nanoestruturada
SLN e NLC (30 puM) reduziram a fluorescéncia emitida pela reacdo tioflavina T e peptideo
AP, enquanto as formas lipofilicas ndo carregadas elevaram a formacdo dos agregados
amiloides e a intensidade da fluorescéncia, como exibe a figura 26 (b), o que reflete o
potencial da QUE (quando contida) em atenuar os efeitos pré-agregantes da nanoestrutura

lipofilica assim como da formagéao de fibrilas de peptideo Ap.
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Figura 26. Ensaio de ligagdo de tioflavina T conforme tratamento com AP e NP (carregado

ou ndo com QUE).

Fonte: Pinheiro et al., 2020.
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No estudo realizado por Qi, Yujie et al. (2020), figura 27 (B e C) também foi

constatado que a QUE carregada (NP P80-QUE-@Se, 100 M) conseguiu inibir a agregacgéo

de peptideo AP do que a quercetina livre ¢ P80-CA@Se, destacando o efeito antioxidante e

neuroprotetor intrinseco da formulacdo desenvolvida. Ademais, no ensaio de DPPH, eles

demonstraram que NP P80-QUE-@Se possuia atividade sequestradora de DPPH superior ao
P80-CA@Se, como mostra a figura 27 (A).
Figura 27. Atividade antioxidante do P80-CA@Se e P80-QUE-@Se.
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Legenda: (A): Avaliacdo da atividade sequestrante de DPPH por P80-QUE-@Se e P80-CA@Se; (B)

e (C): Morfologia dos agregados amiloides conforme tratamento com peptideo AP (B) e P80-QUE-

@Se (microscopia de forca atdbmica).
Fonte: Qi, Yujie etal., 2020.
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Acrescendo ao efeito antioxidante da QUE, Palle e Neeratti (2016) em modelo de DA
induzido por escopolamina, verificaram que os sistemas nanoparticulados com QUE (30 mg
por Kg) induziram o decréscimo dos niveis de MDA e aumento da catalase e da glutationa
peroxidase (enzimas antioxidantes) em ratos machos albinos Winstar. Ao passo que a QUE
livre ndo teve acdo significativa, principalmente quando se equipara com 0s grupos controle
(tratados com solucdo salina) e 11 (escopolamina, 20 mg por Kg), como observado na figura
28.

Figura 28. Acéo antioxidante das NP QUE em modelo de DA induzido por escopolamina em
ratos.

Table 1
Effect of NQC on scopolamine induced ooddative stress parameters in rat brain.

Treatment groups MDA (nmolfmg  GSH (pmolfmg  Catalase (nmol/mg

Hsswe] [issue ) tissue])
I Contraol O6B533£0.2096 4933 +04723 2124 £0.3174
Il Scopodamine 3579+£0.1762 1.167 £ 03380 1574 £0.1736
Il Kivastigmine 1.131£0.1703 4402 20.7910 4581 £0.1834
IV Quercetin 2927 +0.1245 2960202749 2340+ 00120
VNG 1988 +0.2214 4.378 £ 05163 3682 £ 0.2676

Fonte: Palle e Neeratti, 2016.

Ademais, Dou, Yan et al. (2021) investigaram o efeito das NPs HSA@QUE com QUE
no processo oxidativo desencadeado por H,O, em células PC12 (via ensaio CCK-8). Diante
da administracdo de H,O, (400 uM) seguido de quercetina (20 pug por mL) ou HSA@ QUE
(200 pg por mL), observaram aumento da viabilidade celular (82% e 88%, respectivamente)
em comparacdo com o grupo H,O,, com percentual de 57%, figura 29 (B). Do mesmo modo,
figura 29 (C), ambos diminuiram a concentracdo de células mortas (coradas por calcein-AM e
visualizadas por microscopio de fluorescéncia invertido).

Figura 29. Efeito da HSA@ QUE NP no estresse oxidativo induzido por H,O; in vitro.
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Fonte: Dou, Yan et al., 2021.

Assim como, a quercetina NP atenuou a concentracdo de HNE (marcador da
peroxidacdo lipidica), p53, caspase3 (proteinas associadas a apoptose) e agregados de
peptideo BA no cérebro de camundongos APP/PS1 conforme tratamento apds 21 dias, como

mostra a figura 30.
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Figura 30. Efeito anti-apoptotico da HSA@ QUE em camundongos APP/PS1.
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Fonte: Dou, Yan et al., 2021.

De acordo com Qi, Yao et al. (2020), a partir da investigacdo das formulagdes
exossdmicas (vesiculas derivadas do plasma sanguineo) em camundongos, observaram que a
QUE em nanoestrutura apresentou efeito neuroprotetor contra injdrias causadas por AO em
contraposicdo da quercetina livre (que teve papel insignificante), principalmente na inibicdo
da hiperfosforilagdo da tau por CDKS5, o que consequentemente reduziu a formagédo de
emaranhados neurofibrilares e os niveis de proteinas pré-apoptoticos (caspase 3 e caspase 9).

Em linhas gerais, a via PI3BK/AKT/GSK-3B ¢ normalmente ativada através de
receptores de tirosina quinase, citocinas e integrina e proteinas de estresse (MDA) resultando
na sintese de PIP-3 e na fosforilagdo do AKT, sendo esta Gltima responsavel por regular a
apoptose e sobrevivéncia celular. Nesse sentido, a quercetina atenua a fosforilacdo da proteina
tau e a formacédo de emaranhados neurofibrilares intracelulares (seguido de estresse oxidativo
dos neurdnios e ceélulas gliais), a medida que blogueia a enzima quinase GSK-3B via
modula¢do da PIBK/AKT/GSK-3B, como mostra as figuras 31 e 22 (SUGANTHY et al.,
2016; GREWAL et al., 2021).

Na figura 31, é possivel visualizar as diferencas associadas a formacdo dos

emaranhados neurofibrilares oriundas do tratamento com AO, e posteriormente, com QUE e

EXO-QUE.
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Figura 31. Formagdo dos emaranhados neurofibrilares conforme tratamento com AO,
AO+QUE, AO+EXO-QUE.

Fonte: Qi, Yao etal., 2020.

Com base na figura 31, é possivel notar que o tratamento das células com QUE e
EXO-QUE reduziu a presenga de emaranhados neurofibrilares induzido AO, com
significativa relevancia neste Gltimo caso. Do mesmo modo, a quercetina inibe a cascata
apoptotica (principalmente das caspases 3 e 6) estimulada por TNFa através da inativag¢ao de
NF-kB e AP-1, reduzindo assim, o estresse oxidativo oriundo dos emaranhados neurofibrilares
e a morte celular subsequente (SUGANTHY et al., 2016).

Enquanto Liu, Y. (2019) investigaram o potencial autofagico das células SH-SY5Y
conforme tratamento com NPs carregadas ou ndo com quercetina (concavo cubico P-
80@AuUPd, 10 pg/mL e cdncavo cubico Qu@ P-80@AuUPd, 5 e 10 pg/mL). Diante da
incubacdo das NPs e a quercetina livre, detectaram-se aumento do nimero de autofagossomos
nessas células em comparacdo com o grupo controle (como pode ser visto na figura 32,
através da fluorescéncia laranja emitida pelos autofagossomos corados com laranja de
acridina).

Figura 32. Efeitos das NPs na autofagia intracelular.

Concave cubic Concave cubic Qu@P-80@ AuPd
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Fonte: Liu, Y., 2019.
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Além disso, a partir da avaliagdo das NPs, observaram que a Qu@P-80@AuPd
demonstrou capacidade autofagica superior a ndo carregada, demonstrando assim o efeito
sinérgico da P-80@AuPd com a quercetina na inducdo da autofagia.

Acerca das NPs, é possivel notar seu papel na otimizacao farmacoldgica da quercetina,
principalmente em relacdo ao metabolismo, permeabilidade na BBB e na biodisponibilidade
0rgdo especifica. Neste cenario, essas vantagens influem na valorizacdo das atividades anti-
inflamatdria e antioxidante da quercetina, que direta ou indiretamente resulta na reducdo da
biossintesse (através do blogueio de fosfoquinases e da expressao de moléculas, como as
BACE-1) e na restauracdo da depuragdo do peptideo BA pelas células fagocitarias (via
inducdo da formacéo de autofagossomos) (GREWAL et al., 2021; Qi, Yujie et al., 2020; Qi,
Yao et al., 2020)

No tocante ao processo neuroinflamatorio associado a DA, esse flavonoide é
responsavel pela interrupcdo da sintese e liberacdo de mediadores pro-inflamatorios, como
INF-y,TNF-a, IL-1, prostaglandinas e Oxido nitrico, espécies reativas, que derivam no
decréscimo do dano e morte dos neurdnios (colinérgicos e glutamatérgicos), e
consequentemente, no retardo da progressdo da DA e na melhora da cognicdo atrelada ao
processo neurodegenerativo (SUGANTHY et al., 2016; CAl et al., 2013).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A quercetina tem grande potencial farmacoterapéutico na DA em ensaios pré-clinicos
devido as sua atividades anti-inflamatoria, antioxidante e anti-amiloidogénica, que permitem a
modulacdo de vias fundamentais no processo neurodegenerativo (como a NF-kP, NrF2 e
MAPK), tendo como resultado a inibicdo da sintese e liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios e espécies reativas. Nesse sentido, a quercetina pode ser uma alternativa para a
prevencdo e retardo da progressdo neuropatoldgica. Por outro lado, esse flavonoide apresenta
limitacbes farmacologicas no tocante ao metabolismo répido, baixa solubilidade (e
estabilidade) em agua e alta depuracdo, o que acaba diminuindo sua biodisponibilidade,
principalmente na barreira hematoencefélica.

Portanto, a fim de atenuar as debilidades farmacoldgicas intrinsecas de drogas,
incluindo a quercetina, os sistemas nanoparticulados como HSA@QUE, NPs QUE @ Au-Pd
@ P-80, EXO @ QUE demonstraram propriedades que favoreceram o direcionamento ao
cérebro, aumentaram a solubilidade e a biodisponibilidade, resultando na intensificacdo dos
efeitos terapéuticos. No entanto, ainda ha véarias nuances cientificas no tocante a aplicacdo em
ambito clinico, o que indica a necessidade de estudos futuros para a avaliacdo da seguranca
principalmente sobre as limitacdes de uso, que ndo foram bem esclarecidas nos ensaios pré-
clinicos apresentados nesta revisdo, e sua eficicia no tratamento de idosos acometidos com
DA.
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