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RESUMO

MARQUES, Magno da Silva. Comparacao dos efeitos protetores da administracéo
intranasal e intraperitoneal de nanoemulsdo de quercetina em ratos Wistar
submetidos & hemorragia intracerebral 2017. 66 p. Dissertacdo de Mestrado. Programa
de P0Os-Graduacdo em Ciéncias Fisioldgicas. Universidade Federal do Rio Grande -
FURG.

Os acidentes vasculares cerebrais (AVC) sdo atualmente um importante problema
de saude publica mundial. Estima-se que a hemorragia intracerebral (HI) seja responsavel
por 10% a 15% de todos os AVCs. Apesar dos avangos consideraveis feitos nos ultimos
anos para a compreensdo e tratamento de distarbios no sistema nervoso central (SNC),
atingir especificamente o cérebro usando a farmacéutica atual ainda é um grande desafio.
Na tentativa de contribuir com a busca de possiveis farmacos que possam ser utilizados
para patologias do SNC, comparamos os efeitos de uma nanoemulsdo contendo
quercetina (QU-N) em um modelo de HI induzido por colagenase em ratos, utilizando
duas vias de administracdo: intraperitoneal (IP) e intranasal (IN). Os nanocarreadores
lipidicos foram preparados usando a técnica de difusdo do solvente a quente associada ao
método de inversdo de fase. Foi realizado um teste de permeacao ex vivo, a fim de avaliar
o perfil de liberacdo da QU em mucosa suina. Nesse estudo, os ratos foram submetidos a
HI e tratados com uma dose diaria de QU-N IP (30 mg/kg™) ou IN (0,25 mg/Kg™) durante
trés dias. Trés testes comportamentais foram realizados: campo aberto (open field),
deslocamento em haste elevada (beam walking) e motricidade em grade (foot fault) em
24, 48 e 72 h, respectivamente. Ao término do experimento, os cérebros foram retirados
e 0 tamanho do hematoma foi quantificado. Como resultado, a QU-N apresentou melhor
padrdo de permeacdo ao atravessar a mucosa nasal suina em comparacdo com QU livre,
fornecendo evidéncias de que o nanoencapsulamento poderia melhorar a passagem nariz-
cerebro. Os animais tratados com QU-N via IP apresentaram melhora significativa nos
testes comportamentais, bem como diminui¢do do tamanho do hematoma. Ja os animais
tratados pela via IN mostraram alteracGes significativas somente nos testes
comportamentais. A quantidade de QU administrada via IN foi menos de 1% da
quantidade administrada pela via IP e mesmo nessa gquantidade tdo baixa os animais
responderam de forma positiva aos testes comportamentais, sugerindo assim que, caso
fossem realizadas mais administracfes diérias e/ou por periodo maior de dias,
possivelmente haveria também alteracfes nos resultados do tamanho do hematoma. Os
resultados apresentados nessa dissertacdo nos levam a concluir que o QU-N utilizada
neste estudo pode ser promissora para futuros estudos para o tratamento da HI.

Palavras-chave: quercetina, nanoemulsdo, hemorragia intracerebral, intraperitoneal,
intranasal.



ABSTRACT

Stroke is currently a major public health problem worldwide. It is estimated
that intracerebral hemorrhage (ICH) is responsible for 10% to 15% of all strokes.
Despite the considerable advances made in recent years in the understanding and
treatment of central nervous system (CNS) disorders, specifically targeting the
brain using the current pharmaceutical alternatives is still a major challenge. In an
attempt to investigate new drugs to be used in SNC disorders, we compared the
effects of a quercetin-loaded nanoemulsion (QU-N) in a collagenase-induced ICH
model in rats using two routes of administration: intraperitoneal (IP) and intranasal
(IN). The lipid nanocarriers were prepared using the hot solvent diffusion
associated with the phase inversion temperature method. In this study, the animals
were subjected to ICH and treated with a daily dose of QU-N IP (30 mg/kg™) or IN
(0.25 mg/kg 1) for three days. Three behavioral tests were performed: open field,
beam walking and foot fault, at 24, 48 and 72 h, respectively. At the end of the
experiment, the brains were removed and the size of the hematoma was quantified.
An ex vivo permeation test was performed in order to evaluate the release profile of
QU in porcine nasal mucosae. As a result, QU-N presented better permeation
pattern when crossing the porcine nasal mucosae compared to free QU, thus
providing evidence that nanoencapsulation could improve the nose-brain passage.
The animals treated with QU-N via IP had a significant improvement in the
behavioral tests as well as in the hematoma size, while the animals treated by the
IN route presented significant alterations only in the behavioral tests. The amount
of QU administered by IN was less than 1% of the amount administered via the IP
route and even at such a low amount the animals responded positively to the
behavioral tests, thus suggesting that if more daily and / or for a longer period of
time could also reflect the results of hematoma size. These results suggest that the
QU-N used in this study may be promising for future studies on ICH treatments.

Keywords: quercetin, nanothecnology, intracerebral hemorrhage, intraperitoneal,
intranasal.
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1. INTRODUCAO

1.1. Acidente vascular cerebral

O termo “stroke” foi provavelmente introduzido pela primeira vez na medicina em
1689 por William Cole em “A Physico-Medical Essay Concerning the Late Frequencies
of Apoplexies” (COLE, 1689). Antes de Cole, o termo comum usado para descrever lesdes
cerebrais ndo traumaticas muito agudas era "apoplexia”, que foi utilizado por Hipdcrates
cerca de 400 A.C. (ADAMS; BALTIMORE, 1939). O acidente vascular cerebral (AVC)
é classicamente caracterizado como um déficit neurologico atribuido a uma leséo focal
aguda do sistema nervoso central (SNC), através de uma causa vascular, incluindo a
isquemia cerebral (IC) e a hemorragia intracerebral (HI), que séo as principais causas de
invalidez e morte no mundo (SACCO et al., 2013).

A HI € responsavel por 10 a 15% de todos os AVCs (KRISHNAMURTHI et al.,
2013), sendo a forma mais grave da doenca cerebrovascular aguda, com alta taxa de
mortalidade: estima-se que 30 a 50% dos pacientes morrem nos primeiros 30 dias; dos
que sobrevivem, apenas 20% recuperam a independéncia dentro de seis meses (MA et
al., 2011). Essa patologia estd associada a elevados indices de morbidade e mortalidade
na populacdo mundial. Segundo estimativas da Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), o
AVC é a segunda causa de morte no mundo, atrds apenas das doengas cardiacas,
ocasionando 5,8 milhdes de mortes, o equivalente a 10% do total (KRISHNAMURTHI
et al., 2013). No Brasil, as doencas cardiovasculares assumem especial relevancia como
a primeira causa de morte. Dados do Ministério da Satde apontam que 32% dos casos de
morte sdo atribuidos a esse grupo de doencas e, dentre essas, as doencas
cerebrovasculares, como 0 AVC, sdo responsaveis por 10,1% das mortes (MINISTERIO
DA SAUDE, 2008). Quanto a sua etiologia, essa patologia pode ser dividida em dois
subtipos: AVC hemorragico (AVC-H) e AVC isquémico (AVC-I) (Figura A).
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Figura A: Subtipos de AVC. AVC hemorragico, caracterizado pelo extravasamento de sangue para o
parénquima cerebral (A) e AVC isquémico, causado por um fluxo sanguineo insuficiente em parte ou em
todo o cérebro (B).

1.1.1 Acidente vascular cerebral isquémico

O AVC-I é causado por um fluxo sanguineo insuficiente em parte ou em todo o
cerebro. Dentre os AVC-I, 0 AVC-I focal é convencionalmente definido como um déficit
neuroldgico, tendo duracgdo superior a 24h, sendo causado por reducéo do fluxo sanguineo
em uma artéria que irriga parte do cérebro, o que ira resultar em infarto (LEWIS;
TIMOTHY, 2011). Além disso, 0 AVC-I é caracterizado pela morte celular por hipoxia
e pela perda de nutrientes através da interrupc¢do do fluxo sanguineo, em decorréncia do

bloqueio de um vaso por trombo ou estenose (MENDIS et al., 2011).

O AVC-I pode ser ocasionado por duas maneiras: trombose ou embolia. A trombose
¢ causada pela ocluséo arterial por um trombo, que se forma lentamente numa placa
arteriosclerotica. Ja a embolia, é causada pela formacdo de um codgulo embdlico. Os
AVCs de pequenos vasos, comumente chamados de lacunas, sdo causados por oclusdes
de pequenas arteriolas, a lesdo histoldgica nos vasos classicamente é chamada de lipo-
hialinose e alguns sdo ocasionados por anormalidades vasculares locais e outros por
pequenos émbolos, como dito anteriormente (LEWIS; TIMOTHY, 2011).

1.1.2 Acidente vascular cerebral hemorragico
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O AVC-H é caracterizado pelo extravasamento de sangue para o parénquima cerebral
e formacéo de hematoma no cérebro, conduzindo ao edema e danos nos tecidos nervosos
(KATSUKI, 2010). As principais consequéncias patoldgicas sdo a formacdo de um
hematoma, que se expande por horas ou até dias; a formacéo de edema na regido afetada,
que se inicia imediatamente ap0s a ruptura do vaso e aumenta até dias apds a lesdo; a
morte massiva de neurdnios e células gliais na regido afetada e a ativacdo microglial na
regido do peri-hematoma, responsével por intensa resposta inflamatéria local (GALHO
etal., 2016; KATSUKI, 2010; Xl et al., 2006).

Os fatores de risco incluem o tabagismo, abuso de alcool, drogas, fenilpropanolamina
e outros simpatomiméticos, hipertensdo arterial descontrolada, ma formacéo vascular,
angiopatia amiloide, entre outros (KATSUKI, 2010; MESTRINER et al., 2011). A area
do cérebro mais afetada é a regido dos ganglios da base, mais especificamente o estriado
(XI; KEEP; HOFF, 2006). Esta area do cérebro executa fungdes relacionadas ao
movimento ativo, preparacdo ou inicio de respostas comportamentais, respostas a
estimulos visuais e processamento de informacgdes ligadas a respostas motoras
(PAWLOWSKI et al., 2013).

Apesar das tentativas em curso para encontrar intervencées eficazes com base no
entendimento fisiopatologico da doenca, as op¢bes sdo limitadas e os resultados sdo
pouco animadores. Terapias médicas para HI sdo limitadas a reducdo sobre a pressao
arterial (PA), monitoramento da pressao intracraniana (PIC), cirurgia para drenagem do
edema, dentre outras (GAGLIARDI; RAFFIN; CABETTE, 2001; QURESHI;
MENDELOW; HANLEY, 2009).

Modelos de AVC-H em animais de experimentacdo, com base na injecdo de
colagenase (que rompe a lamina basal dos vasos sanguineos) ou inser¢do de sangue
autélogo no parénquima cerebral (geralmente para o corpo estriado), foram
desenvolvidos, contribuindo-se, em muito, nos avangos da compreenséo dos complicados
mecanismos fisiopatologicos dessa doenca. Estes modelos experimentais também tém

sido usados para explorar farmacos candidatos a terapias para 0 AVC (SUZUKI, 2010).

1.2. Patologia da hemorragia intracerebral (influéncia motora)

As principais consequéncias patoldgicas da HI sdo: (I) a ativagcdo microglial na regido

do peri-hematoma, responsavel pela intensa resposta inflamatoria local, (1) a formagéao
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de edema na regido afetada, que inicia logo apds a ruptura do vaso e aumenta ate dias
apos a lesdo, (I11) a morte macica de neurdnios e células gliais na regido afetada, (IV) a
formagéo de um hematoma, que se expande por horas ou mesmo dias e (V) a deficiéncia
ou perda de capacidade motora e/ou fungdo (GALHO et al., 2016; Xl et al., 2006). Muitos
sobreviventes de AVC apresentam algum grau de comprometimento motor que limita o
estado funcional apés o AVC (BAJAJ et al., 2016). Individuos com leséo de hemisfério
direito, por exemplo, podem apresentar heminegligéncia a estimulos sensoriais
contralaterais ao hemisfério lesado (Figura B) (MAGLIARO et al., 2009; SOARES,
2012).

Sabe-se que o sistema nervoso € o responsavel por dar origem as diferentes formas de
comportamento, portanto, a observacdo comportamental pode ser considerada a forma
mais essencial para a avaliacdo das funcdes neurais (FERNANDES et al., 2014). Neste
sentido, a utilizacdo de testes comportamentais que visem a quantificacdo dos prejuizos
motores pos AVC € de extrema importancia no estudo de compostos que possam ser
utilizados como tratamento para essa patologia. Exemplos de testes utilizados para este
fim sdo: beam walking (teste em haste elevada), foot fault (teste de motricidade em grade)
e open field (campo aberto) (BERAY-BERTHAT et al., 2010; GOLDSTEIN et al., 2012;
ROGERS et al., 1997).

Figura B: Hemicorpo afetados p6s AVC: Relacdo inversa ao lado cerebral afetado.
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1.3. Transporte de farmacos através da barreira hematoencefalica

Apesar dos consideraveis avancos feitos nos ultimos anos para a compreensdo e
tratamento de distarbios no SNC, ainda é um grande desafio o desenvolvimento de
farmacos que atinjam especificamente o cérebro usando a farmacéutica convencional
(BODE et al., 2016). Um dos obstaculos que um farmaco precisa superar para atingir o
parénquima cerebral é a barreira hematoencefélica (BHE), que representa uma das
barreiras mais seletiva do nosso organismo (FREESE et al., 2017).

A homeostase do SNC é preservada principalmente pela BHE, que consiste em uma
barreira de difusdo formada por células endoteliais especializadas, caracterizadas pela
auséncia de fenestracdes, e por extensas jungdes oclusivas. Essas jungdes limitam o fluxo
paracelular de moléculas hidrofilicas, mas permitem a difusdo de substancias lipofilicas
e gases respiratorios (Oz2 e CO2) (BALLABH et al., 2004; PINTO et al., 2017).

O transporte de farmacos através do BHE representa um desafio particularmente
importante devido a sua baixa permeabilidade intrinseca e a presenca de transportadores
ativos de efluentes (PARDRIDGE, 2012). A funcdo de barreira dos capilares cerebrais €
um resultado das especializacdes mencionadas acima do endotélio cerebral (EC). O EC,
em associacdo com astrocitos, pericitos e neurdénios, forma estruturas especializadas
denominadas unidades neurovasculares, que sdo responsaveis pelas propriedades Unicas
da BHE (Figura C) (ABBOTT, 2013; ABBOTT et al., 2010). Ela garante a homeostase
da BHE por meio de um transporte altamente regulado de substratos e impede que as
substancias xenobioticas entrem no cérebro usando transportadores de efluxo eficientes
(FREESE et al., 2017), dificultando, assim, a entrada de fa&rmacos no SNC. Sabe-se que
a HI é sempre seguida por rompimento da BHE, o que contribui para o aumento da
permeabilidade de farmaco ao cérebro (KEEP et al., 2008; WU et al., 2011) o que
aumentaria a biodisponibilidade destes para 0 meio intracerebral.

Apenas moléculas com tamanho menor que 5.000 Daltons, lipofilicas e eletricamente
neutras, conseguem difundir passivamente através da BHE. Portanto, varias estratégias
estdo sendo desenvolvidas para melhorar a quantidade e concentragdo de compostos
terapéuticos distribuidos ao parénquima cerebral (ALVAREZ-ROMAN et al., 2001;
FATTAL; VAUTHIER, 2006).
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Figura C: Organizacdo celular da barreira hematoencefalica. As células endoteliais do cérebro formam
juncdes de oclusdo nas suas margens, que selam a via de difusdo paracelular aquosa entre as células. Os
pericitos sao distribuidos de forma descontinua ao longo dos capilares cerebrais e envolvem parcialmente
o0 endotélio. ProjecGes de astrécitos formam uma rede complexa que envolve os capilares. Esta estreita
associacdo de células é essencial para a inducdo e manutencdo da barreira. As projecdes axonais de
neurdnios no musculo liso arteriolar contém neurotransmissores vasoativos e peptideos que regulam o fluxo
sanguineo local. Microglia sdo células imunocompetentes residentes do cérebro. MB: Membrana basal
(adaptado de PINTO et al., 2017)

1.3.1. Viaintraperitoneal e distribuicdo de farmacos

A aplicabilidade e a eficacia da administragdo de farmacos por via intraperitoneal (1P)
é mostrada em diversos trabalhos (BAJAJ; YEO, 2010; CHAUDHARY et al., 2010).
Sabe-se que drogas de baixo peso molecular sdo absorvidas pelos capilares peritoneais e
chegam rapidamente a circulagdo sistémica, passando primeiro pela circulacdo portal,
figado e posteriormente alcancando outros 6rgdos (MARCON, 2011). Além disso, a
terapia utilizando a via IP pode fornecer concentracdes relativamente altas do farmaco
(BAJAJ; YEO, 2010). Contudo, em um estudo realizado pela base de dados da
Comprehensive Medicinal Chemistry, foi demonstrado que, de aproximadamente 7.000
farmacos analisados, apenas 5% dessas substancias alcancaram de forma eficiente 0 SNC
(JOHN; DAVID, 2008).
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1.3.2. Viaintranasal e entrega de farmacos

A administracdo intranasal (IN) como um meio de fornecimento de agentes
terapéuticos, preferencialmente ao cerebro, ganhou recentemente um interesse
significativo (SERRALHEIRO et al., 2015). Ela foi inicialmente proposta e patenteada
em 1989 por William H. Frey Il do Alzheimer's Research Center. Posteriormente, foi
demonstrado que os agentes terapéuticos administrados via IN para o SNC possuiam
potencial para tratar doencas e distlrbios neurolégicos (DHURIA et al., 2010).

A biodisponibilidade de uma vasta gama de moléculas ao SNC ap6s a administracéo
IN foi demonstrada em roedores, primatas e seres humanos (HANSON et al., 2009;
HANSON et al., 2012), e esta, proporciona um método ndo invasivo de contornar a BHE
para potencialmente fornecer produtos bioldgicos, tais como peptideos, proteinas,
oligonucleotideos, vetores virais e mesmo células tronco ao SNC (Figura D) (BENEDICT
etal., 2011; HANSON et al., 2012; LOCHHEAD et al., 2012).

A rota IN tem sido associada hd muito tempo com uma série de vantagens, por
exemplo, inicio répido de efeitos utilizando métodos de administracdo ndo injetaveis.
Uma das principais desvantagens da via € que a absor¢do limitada através do epitélio
nasal tem restringido sua aplicacdo a substancias particularmente potentes, embora isto
possa ser superado pela utilizacdo de intensificadores de permeacdo em alguns casos
(Tabela A) (LOCHHEAD et al., 2012; SERRALHEIRO et al., 2015).
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Figura D: Possiveis caminhos de distribuicdo do farmaco na cavidade nasal e no sistema nervoso
central. Apds administragdo intranasal, os farmacos (circulos azuis) entram em contato com a mucosa
nasal, que é inervada pelos nervos olfativos e trigémios. (A) Na regido respiratdria, células epiteliais ciliadas
e células caliciformes secretoras de mucosas no epitélio formam a base do mecanismos de depuragdo
mucociliar que removem substéncias estranhas da camada mucosa para a nasofaringe para eliminacéo. Os
farmacos podem ser transportados através da mucosa nasal para o SNC através da entrada de canais
perivasculares (linhas tracejadas ao redor dos vasos sanguineos) na lamina propria ou através de
mecanismos extracelulares ou intracelulares envolvendo nervos olfativos e trigeminais (flechas tracejadas).
O suprimento de sangue para o epitélio respiratério é relativamente maior em comparacéo com o epitélio
olfatdrio, tornando-o um local ideal para absorcéo sistémica de drogas aplicadas por via nasal. (B) Apés
atingir a lamina prdpria, as drogas podem entrar nos canais criados pelas células olfatérias que envolvem
0s nervos olfatdrios, onde podem acessar o liquido cefalorraquidiano (LCR) e os bulbos olfatorios (setas
tracejadas). (C) A partir do LCR, os farmacos podem ser distribuidos através de mecanismos de fluxo em
massa e misturados com o fluido intersticial cerebral em todo o cérebro (setas tracejadas). Os farmacos
também podem entrar em espagos perivasculares ap0s chegarem ao cérebro para serem rapidamente
distribuidas por todo o SNC. Medicamentos que entraram em espagos perivasculares da mucosa nasal
também podem sair desses espagos no cérebro. Estes mesmos percursos na direcao inversa estao envolvidos
na depuracgdo de solutos do SNC para a periferia (DHURIA et al., 2009).

Tabela A. Vantagens e desvantagens da via intranasal (LOCHHEAD et al., 2012)

Vantagens Desvantagens

Nio invasivo / Risco reduzido de infecgdo da aplicagéo / Baixo risco de
transmissdo de doengas.

Facilidade de auto-administragéo / ajuste de dose

Grande édrea de superficie para absorgido (humano ~ 160 cm?).

Rapida absorgdo / inicio rapido da agdo.

Submucosa com grande vascularizagio e sistema linfitico abundante.
Evita a eliminagdo hepatica de primeira passagem.
Possiveis vias diretas para o SNC pela ultrapassagem da BHE.

Limitado a firmacos potentes / pequenos volumes (25-200 pl).

Transporte mucociliar ativo.

Degradagio enzimatica pelo citocromo nasal P450 / peptidases / proteases.

A baixa permeabilidade para firmacos hidrofilicos sem intensificadores de absorgio
requer grandes doses.

Baixo pH do epitélio nasal.

Variabilidade interindividual.

Baixa eficiéncia de entrega ao SNC para as proteinas medida até agora (<0,05%).
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1.4. Flavonoides

Durante a Ultima década, a proporcdo de estudos cientificos baseados em
componentes ndo nutritivos de dieta tem aumentado. Estes componentes estdo
presentes na dieta e tém a capacidade de proteger contra desordens do organismo, que
s80 o0s principais responsaveis pelo desenvolvimento de neoplasias, doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas. Os flavonoides séo fitoquimicos e
representam valiosos componentes nutritivos da dieta e que vem sendo bastante
estudados (ZHANG; HOLSCHER, 2017).

@ET’I©
oOH

Flavanol

Izoflavona
Flavonona

Figura E: Estrutura geral das diferentes classes de flavonoides (adaptado de RAVISHANKAR
etal., 2013).

Os carotenoides tém por funcdo mais importante serem fontes dietéticas de
provitamina A (principalmente alfa-caroteno, beta-caroteno, zeaxantina, beta-
criptoxantina) (ZHAI et al., 2016), Ja os flavonoides sdo metabolitos secundarios
polifendlicos de plantas com um anel difenilpropano comum (C6-C3-C6)
categorizados em calconas, flavonois, flavonas, flavan-3-ols, flavanonas, isoflavonas
e antocianinas (Figura E). Estes compostos, em geral, diferem entre si pelo nimero e
pela posic¢do dos grupos substituintes nos anéis A, B e C, e pela presenca ou ndo de
ligacdo dupla e carbonila no anel C (Figura F) (DORA; TAGLIARI, 2010). Por eles

22



beneficiarem a permeabilidade dos vasos sanguineos eles foram chamados de
vitamina P, sendo que seu potencial para a promocdo da salude humana tem atraido
muita atencdo e tem sido amplamente investigado (ELUMALAI, 2016;
KAWABATA; MUKAI; ISHISAKA, 2015).

O

Figura F: estrutura geral dos flavonoides.

1.4.1. Quercetina

Quercetina (QU) (3, 3, 4', 5, 7- pentahidroxi-flavona) (Figura G) vem da palavra
latina "Quercetum”, que significa floresta de carvalho, e pertence a classe chamada de
flavonois que ndo podem ser produzidos pelo corpo humano. E de cor amarelada, tem
peso molecular 302.24 g/mol, ponto de fusdo 316°C e € pouco soluvel em agua quente,
bastante soltvel em &lcool e lipidios e é insolivel em &gua fria (DAVID; ARULMOLI;
PARASURAMAN, 2016).

Ela é um polifenol que esta presente em uma ampla variedade de plantas e alimentos,
como cebolas, uvas, macas, cerejas, brdcolis, e produtos derivados destes como sucos,
chés e vinhos (ADEDARA et al., 2017; CHAMORRO et al., 2016; HADRICH et al.,
2016) A ingestéo dietética estimada de QU varia de 4 a 68 mg/dia, com uma probabilidade
de aumentar para 200-500 mg/dia em individuos que consomem grandes quantidades de
frutas e vegetais ricos em flavonoides. Além disso, a QU é vendida como suplemento
dietético com uma dosagem recomendada de 1 g/dia (ADEDARA et al., 2017).

A QU alimentar existe principalmente como glicosideos (uma porg¢éo de agucar como
glicose, galactose, rutinose ou xilose, ligada a um dos grupos hidroxilo do composto) em
vez de agliconas (sem agulcar) (BOOTS; HAENEN; BAST, 2008; GUO; BRUNO, 2015).
Na dieta humana, a QU pode atingir altos niveis, (DAJAS, 2012; ELUMALAI,
LAKSHMI, 2016) no entanto, o uso dela para aplicacdo clinica é altamente prejudicado
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pela sua baixa biodisponibilidade oral (PATEL et al., 2012). De fato, para além da sua
baixa solubilidade aquosa, a QU é um substrato tanto das bombas de efluxo intestinal (eg,
glicoproteina-P e MRP2) (CHABANE et al., 2009) como das enzimas citocromo P450
(CYC3A) (CHOI; PIAO; KANG, 2011). Consequentemente a biodisponibilidade oral
desse flavonoide em seres humanos € baixa, em torno de 2% (MORENO et al., 2017).

A QU segue uma via metabolica complexa. Ambas as formas, glicosidicas e
agliconas, sdo absorvidas pelo intestino delgado por difusdo passiva ou polipeptidio
organico transportador de anions. O estdmago é incapaz de absorver QU glicosilada, no
entanto, uma B-glucosidase, a lactase florizina hidrolase (LPH), na borda de escova das
células intestinais, realiza deglicosilacdo e a absorve na forma aglicona. Apés a absorcao,
a QU é metabolizada no intestino delgado, intestino grosso, figado e rim (BOOTS;
HAENEN; BAST, 2008; ELUMALAI; LAKSHMI, 2016; RUSSO et al., 2012).

Apesar das evidéncias sobre o potencial terapéutico demonstrado em experimentos in
vitro e in vivo, a atividade neuroprotetora da QU ndo € completamente aproveitada. As
razdes plausiveis sdo a permeabilidade cerebral fraca, a baixa biodisponibilidade oral
(<2%), 0 metabolismo extensivo de primeira passagem, a instabilidade da molécula frente
ao pH fisioldgico e a fotodegradagdo (BAGAD; KHAN, 2015; GHOSH et al., 2013;
JAIN; MEHRA; SWARNAKAR, 2015; KUMAR et al., 2016).

Hoje em dia existe uma inclinacéo para o uso de novas formulacdes de farmacos, na
tentativa de contornar as limitagdes existentes como solubilidade, biodisponibilidade e
estabilidade por utilizacdo de meios ndo sintéticos (KATARE et al., 2010; KUMAR et
al., 2016; RAZA et al., 2014). Uma abordagem promissora para melhorar a solubilidade
em agua de farmacos lipofilicos, tais como a QU, consiste em incorpora-los em
nanocarreadores a base de lipidios - um sistema de administracdo de farmacos composto
por lipidios liquidos e sélidos (ou uma mistura de ambos). Mais importante ainda, estes
sistemas sdo capazes de proteger o farmaco da degradacao, melhorar a biodisponibilidade
e controlar a libertacdo do mesmo. Os estudos de formulacdo representam uma chave
crucial para o desenvolvimento de uma formulacdo de administracdo de farmaco bem-
sucedida (HADRICH et al., 2016).
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Figura G: estrutura molecular da quercetina

1.5. Nanocarreadores de farmacos

Os recentes avangos na nanotecnologia tém proporcionado grandes oportunidades no
possivel tratamento de doengas do SNC. O encapsulamento de um farmaco num
nanocarreador adequadamente formulado pode aumentar as concentracGes de farmaco
nas células do cérebro em comparacdo com o farmaco livre, se este nanocarreador for
capaz de atravessar a BHE e acumular-se na célula neuronal. Este aumento pode ser
atribuido a funcionalidades especificas dentro do nanocarreador que o torna com melhor
capacidade de atravessar a BHE do que a droga na forma livre. Deste modo, 0s
nanocarreadores podem ser modificados com porcdes alvo para se ligar a receptores ou
transportadores constitutivamente expressos na BHE, aumentando assim a seletividade e
a permeabilidade ao SNC (WEN et al., 2017).

Sistemas carreadores coloidais, como o0s nanocarreadores lipidicos (NPL), para
administracdo de farmacos, tém atraido a atencdo dos pesquisadores por diminuirem a
toxicidade de ativos, protegerem os farmacos da degradacéo rapida, distribuirem seletiva
e eficazmente o farmaco ao local alvo, aumentarem a solubilidade do farmaco,
prolongarem o tempo de exposi¢do do farmaco, melhorarem o resultado terapéutico,
reduzirem os efeitos do estresse oxidativo e reduzirem a resisténcia aos farmacos
(BIRHANU etal., 2017; GALHO et al., 2016; GANESAN et al., 2015; RICHTER, 2015;
WEN et al., 2017; YALLAPU; JAGGI; CHAUHAN, 2010). Com tantas vantagens,

numerosas formulacoes tém sido desenvolvidas, tais como carreadores lipidicos
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nanoestruturados (CLN), lipossomas (LS), nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) e as
nanoemulsdes (NE) (Figura H).

O meétodo de producdo é classificado com base em se o composto € um sélido ou
liquido e cada um possui vantagens e desvantagens distintas, baseadas na atividade da
molécula bioativa (GANESAN et al., 2015).

Existem atualmente alguns medicamentos desenvolvidos com base nanotecnologica
ja disponiveis no mercado e muitos outros em fase de desenvolvimento pré-clinico e
clinico. Exemplos de produtos que utilizam a nanotecnologia disponiveis comercialmente
estdo na tabela B. Vale ressaltar que na area cosmeética ja existem muitos nanocarreadores
sendo utilizados em cremes e fotoprotetores, como € o caso do Photoprot, desenvolvido
pela UFRGS em parceria com a Biolab (DALZOTTO, 2010).

Tabela B. Produtos que utilizam nanotecnologia disponiveis comercialmente (RICHTER, 2015)

Nanocarreador Indicacdo Referéncias
Dexametasona Anti-inflamatério (PANYAM; LABHASETWAR, 2004)
Propofol Anestésico (RODRIGUES, T. A. et al., 2012)
Prostaglandina E1 Antiagregante (YAMAGUCHI et al., 1995)
plaquetario

Alprostadil Vasodilatador (PRAVEEN KUMAR, 2015)
Diazepam Sedativo (SWEETMAN, 2006)
Etomidato Hipnético (AKKAR; MULLER, 2003)
Palmitato de dexametasona Anti-inflamatério (WABEL, 1998)
Vitaminas A, D, Ee K Nutricdo parenteral (PRAVEEN KUMAR, 2015)
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Figura H: Diferentes nanocarreadores lipidicos: (A) nanoemulsao, (B) nanoparticula lipidica sélida,

(C) lipossoma.
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1.5.1. Nanoemulsdes

Um dos sistemas mais utilizados sdo as NEs ou nanoemulsdes “oil-in-water” (O/W)
sdo sistemas heterogénicos estabilizados por surfactante e compostos por goticulas de
oleo, dispersos em agua ou em meio aquoso. Os tamanhos das gotas de Oleo das
nanoemulsdes variam de 10 a 500 nm, tornando-os sistemas interessantes para melhorar
a administracdo de farmacos. Além disso, as moléculas lipofilicas podem ser
solubilizadas e protegidas dentro das goticulas de 6leo e os métodos de producédo
laboratorial podem ser facilmente escalonados para um nivel industrial. No entanto,
alguns desses sistemas sofrem algumas limitagBes, como a instabilidade durante o
armazenamento, resultando na separacéo de fases e consequentes e imediatos efeitos de
liberagdo (WEN et al., 2017).

As NEs podem ser obtidas através de varias técnicas de preparo, incluindo a
microfluidizacdo, homogeneizacdo a alta pressdo, sonicacéo, difusdo do solvente a frio
ou a quente, temperatura de inversao de fases ou associagdes destas técnicas (DORA et
al., 2012; TADROS et al., 2004). A caracterizagdo destes sistemas compreende a
avaliacdo do diametro da nanoemulsdo através de diversas técnicas, como por exemplo a
técnica de espalhamento de luz dindmico, ou técnicas microscopicas como a microscopia
eletronica de transmissdo, de forca atdbmica ou criofratura, que sdo importantes também
para analise da morfologia das particulas (HALL et al., 2007). Caracterizar os sistemas
guanto ao tamanho é importante, pois esta caracteristica € influenciada pela composicéo
quali e quantitativa das formulacdes e pelo método de preparo utilizado (PREETZ et al.,
2010). NEs com o diametro variando entre 20 e 200 nm s&o mais vantajosas em relacao
as demais NEs, pois apresentam maior estabilidade frente a cremacéo e a sedimentacédo
além de serem translucidas e fluidas (SOLANS et al., 2005; TADROS et al., 2004). Deve-
se ainda determinar o potencial zeta, pois este desempenha um papel importante na
estabilizacdo das emulsdes, refletindo o potencial superficial das goticulas. Valores de
potencial zeta maiores de 30 mv em modulo sdo requeridos para uma completa
estabilizacdo eletrostdtica (HEURTAULT, 2003). O grau de ionizagdo do agente
emulsificante influencia diretamente neste potencial e, portanto, é pH dependente. A
determinacéo do potencial zeta pode ser realizada com aparelhos de anemometria laser
doppler, como o Zetasizer (KLANG; BENITA, 1998).

Nanomateriais diferentes tém sido empregados na nanomedicina. Quanto aos

nanoveiculos para incremento na solubilidade dos farmacos, as nanoemulsdes lipidicas
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tém sido consideradas como uma alternativa ideal para aumentar a biodisponibilidade de
farmacos pouco soltveis em agua (NAZARI-VANANI; MOEZI; HELI, 2017).

Sood e colaboradores, ao estudarem sistemas de nanoemulséo contendo curcumina
para o tratamento de Alzheimer, pelo método de nanoemulsificagdo esponténea,
obtiveram resultados positivos nas formulacGes desenvolvidas, uma vez que essas
particulas ndo foram tdxicas e mostraram seguranca pelos testes de citotoxicidade in vitro
e estudos de ciliotoxicidade nasal. As nanoemulsdes de curcumina mostraram o fluxo
mais alto através da mucosa nasal de ovelha em comparagdo com a curcumina livre,
assim, possui potencial para administragdo intranasal de curcumina pouco soluvel
(SOOD; JAIN; GOWTHAMARAJAN, 2014).

Ainda, nanoemulsbes contendo QU com particulas de 20 nm foram produzida pela
técnica de difusdo do solvente a quente com temperatura de inversao de fase reduzindo
estresse oxidativo e danos motores em ratos wistar tratados via IP ap6s HI (GALHO et
al., 2016). Também, a mesma nanoemulsdo quando administrada por via oral em ratos,
testando edema de patas, demonstrou propriedades anti-edematosas e antioxidantes e nao
demonstrou efeitos tdxicos, indicando assim, que possui potencial aplicacdo no
tratamento de doengas inflamatérias (HADRICH et al., 2016).

Com base nisso, neste trabalho procuramos comparar os efeitos da administracédo
IP e IN da QU-N, uma vez que esta apresenta diversas acdes antioxidantes e
neuroprotetoras em relacdo ao AVC, além do que estudos com nanocarreadores mostram
resultados significativos quando trata-se da distribuicdo de farmaco ao SNC (KUMAR et
al., 2016).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL:

- Comparar os possiveis efeitos neuroprotetores da administracdo de nanoemulsdo
contendo quercetina por via intraperitoneal e intranasal em um modelo de hemorragia

intracerebral em ratos Wistar.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Avaliar a passagem dos nanocarreadores desenvolvidos pela mucosa nasal suina,
utilizando-se o teste da permeacdo ex vivo com células do tipo Franz, comparando-se a

nanoemulsdo com a quercetina na forma livre;

- Analisar se a nanoemulsdo contendo quercetina administrada por via intranasal é capaz
de minimizar as possiveis mudancas comportamentais motoras induzidas pela hemorragia
intracerebral e se esse efeito é diferente do que quando administrada por via

intraperitoneal,
- Investigar se a nanoemulsdo contendo quercetina é capaz de alterar o tamanho do

hematoma causado pela hemorragia intracerebral em ratos e se esse efeito depende da via

de administracao.
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Manuscrito

Manuscrito a ser submetido ao periédico Nanotechnology.
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Abstract: Stroke is currently a major public health problem worldwide. It is
estimated that intracerebral hemorrhage (ICH) is responsible for 10% to 15% of all strokes.
Despite the considerable advances made in recent years in the understanding and treatment
of central nervous system (CNS) disorders, specifically targeting the brain using the current
pharmaceutical alternatives is still a major challenge. In an attempt to investigate new drugs
to be used in SNC disorders, we compared the effects of a quercetin-loaded nanoemulsion
(QU-N) in a collagenase-induced ICH model in rats using two routes of administration:
intraperitoneal (IP) and intranasal (IN). The lipid nanocarriers were prepared using the hot
solvent diffusion associated with the phase inversion temperature method. In this study, the
animals were subjected to ICH and treated with a daily dose of QU-N IP (30 mg/kg™) or
IN (0.25 mg/kg 1) for three days. Three behavioral tests were performed: open field, beam
walking and foot fault, at 24, 48 and 72 h, respectively. At the end of the experiment, the
brains were removed and the size of the hematoma was quantified. An ex vivo permeation
test was performed in order to evaluate the release profile of QU in porcine nasal mucosae.
As a result, QU-N presented better permeation pattern when crossing the porcine nasal
mucosae compared to free QU, thus providing evidence that nanoencapsulation could
improve the nose-brain passage. The animals treated with QU-N via IP had a significant
improvement in the behavioral tests as well as in the hematoma size, while the animals
treated by the IN route presented significant alterations only in the behavioral tests. The
amount of QU administered by IN was less than 1% of the amount administered via the IP
route and even at such a low amount the animals responded positively to the behavioral
tests, thus suggesting that if more daily and / or for a longer period of time could also reflect
the results of hematoma size. These results suggest that the QU-N used in this study may
be promising for future studies on ICH treatments.
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1. INTRODUCTION

Stroke is classically characterized as a neurological deficit attributed to an acute central
nervous system (CNS) disease through a vascular cause, including cerebral ischemia and
intracerebral hemorrhage (ICH), which are the leading causes of disability and death in the world
(SACCO et al., 2013).

ICH accounts for 10% to 15% of all strokes (KRISHNAMURTHI et al., 2013), however,
it is the most severe form of the acute cerebrovascular disease with high mortality rate: 30% to
50% of patients die within the first 30 days. Of the patients who survive, only 20% regain
independence within six months (MA et al., 2011). This pathology is associated with high rates
of morbidity and mortality in the world population. According to estimates by the World Health
Organization (WHO), stroke is the second leading cause of death in the world, behind only from
heart disease, causing 5.8 million deaths, equivalent to 10% of the total (KRISHNAMURTHI et
al., 2013).

ICH is characterized by extravasation of blood to the intracerebral parenchyma and
consequent hematoma formation in the brain, leading to edema and nerve tissue damage
(KATSUKI, 2010). The main pathological consequences of ICH are the formation of a hematoma,
which expands for hours or even days; the formation of edema in the affected region, which begins
immediately after vessel rupture and increases until days after injury; the massive death of
neurons and glial cells in the affected region and the glial activation in the peri-hematoma region,
responsible for intense local inflammatory response (GALHO et al., 2016; KATSUKI, 2010; XI;
KEEP; HOFF, 2006).

The most affected brain area is the basal ganglia, more specifically the striatum. This area
performs functions related to active movement, preparation or initiation of behavioral responses,
responses to visual stimuli, and information processing related to motor skills (GALHO et al.,
2016; MACLELLAN et al., 2009).

Many stroke survivors have some degree of motor impairment that limits functional status
after stroke (BAJAJ et al., 2016). People with right hemisphere lesions, for example, may present
hemineglect to sensory stimuli contralateral to the injured hemisphere (MAGLIARO; MATAS,
2009; SOARES, 2012). It is known that the nervous system is responsible for giving rise to
different forms of behavior, therefore, behavioral observation can be considered an essential way
for the evaluation of neural functions (FERNANDES; CAVALCANTE; MESTRINER, 2014).
Therefore, the use of behavioral tests aimed to evaluate motor damage after stroke is extremely
important in the study of compounds that can be used as a treatment for this pathology (BERAY -
BERTHAT et al., 2010; GOLDSTEIN et al., 2012; ZHANG, L. et al., 2002).

Although considerable advances have been made in recent years for the understanding
and treatment of CNS disorders, it is still a major challenge to specifically target the brain using
the current pharmaceutical alternatives (BODE et al., 2016). One of the obstacles a drug needs to
overcome to reach the brain is the blood-brain barrier (BBB) which is one of the most controlled
barriers in our body (FREESE et al., 2017). The transport of drugs through the BBB represents a
particularly important challenge due to its low intrinsic permeability and the presence of active
effluent carriers (PARDRIDGE, 2012). Only molecules with less than 5,000 Daltons, lipophilic
and electrically neutral, diffuse passively through the BBB. Therefore, several strategies are being
developed to improve the amount and concentration of therapeutic compounds in the brain
(ALVAREZ-ROMAN et al., 2001; COUVREUR; DUBERNET; PUISIEUX, 1995; FATTAL;
VAUTHIER, 2006).
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Recent advances in nanotechnology have provided superior opportunities in the
management of CNS diseases. The loading of a drug into a suitably formulated nanocarrier can
increase drug concentrations in brain cells compared to the drug alone if this nanocarrier is able
to cross the BBB and accumulate in the correct neuronal cell. This increment can be attributed to
specific functionalities within the nanocarrier which makes it more able to cross the BBB than
the drug on its own (WEN et al., 2017).

Quercetin  (QU) (3,3',4',5,7-pentahydroxy-flavone) comes from the Latin word
“Quercetum”, meaning oak forest, belongs to the class called flavonols that cannot be produced
in the human body (SUGANTHY et al., 2016). It is a polyphenol belonging to the class of
flavonoids that is present in a wide variety of plants and foods, such as onions, grapes, apples,
cherries, broccoli, and products such as juices, teas, and wines (ADEDARA et al., 2017;
CHAMORRO et al., 2016; HADRICH et al., 2016). The use of flavonoids such as QU has been
tested in in vitro and in vivo studies (ELUMALAI; LAKSHMI, 2016; POGACNIK et al., 2016).
Recent studies have demonstrated positive results of using it in degenerative diseases of the
nervous system such as multiple sclerosis, Parkinson's, Huntington's, Alzheimer's and in acute
diseases such as ICH (AY et al., 2017; MORENO et al., 2017; PLEMEL et al., 2015; ZHANG,
Y. etal., 2015).

The estimated dietary intake of QU ranges from 4 to 68 mg/day, with a probability of
increasing to 200-500 mg/day in individuals who consume large quantities of fruit and vegetables
rich in flavonoids. In addition, QU is sold as a dietary supplement with a recommended dosage
of 1 g/day (ADEDARA et al., 2017). In the human diet, QU intake can reach high levels (DAJAS,
2012; ELUMALAI; LAKSHMI, 2016), however, the use for clinical application is highly
impaired by its low oral bioavailability (PATEL et al., 2012). In addition to its low aqueous
solubility, QU is a substrate of both the intestinal efflux (P-glycoprotein and MRP2) (CHABANE
et al., 2009) and cytochrome P450 (CYC3A) enzymes (CHOI; PIAO; KANG, 2011). As a
consequence, the oral bioavailability of this flavonoid in humans is low, around 2% (MORENO
etal., 2017).

A promising approach to improving the water solubility of lipophilic drugs such as QU
consists of incorporating them into lipid nanocarriers, like nanoemulsions, once such systems are
capable of protecting the drug from degradation, improving drug bioavailability, and controlling
the release of the drug. Drug formulation studies represent a crucial key to the development of a
successful drug delivery formulation (HADRICH et al., 2016).

Previous studies have shown significant improvements in quercetin-loaded nanocarriers
(QU-N) treated animals compared to free QU after ICH, using only the intraperitoneal (IP)
administration route (GALHO et al., 2016). Thus, we used a new route of intranasal (IN)
administration because several studies have already shown this route to be a non-invasive method
of circumventing BBB and taking the drug to the CNS (BENEDICT et al., 2011; HANSON et
al., 2012; LOCHHEAD; THORNE, 2012). Intranasal administered drugs reach the brain directly
through the olfactory neuroepithelium using the paracellular or transcellular pathways and-or
through the trigeminal pathway (ILLUM, 2000; KUMAR et al., 2008). Both the olfactory and
trigeminal nerves innervate the nasal cavity, providing a direct connection to the CNS. Intranasal
delivery of drugs targeting the CNS is now an alternative route for drug administration (ILLUM,
2000; VYAS et al., 2005). In view of the foregoing, the aim of the study was to compare the
protective effects of IP and IN of QU-N administration in a model of ICH in rats.

2. MATERIAL AND METHODS
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2.1. Materials

Quercetin, 12-hydroxystearic acid-polyethylene glycol copolymer (PEG 660-stearate/
Solutol HS15®, castor oil, type VII collagenase (COL-VII), ethanol, acetone, and phosphoric
acid were purchased from Sigma-Aldrich (Missouri, USA). Hydrogenated soybean lecithin
(SbPCl/lipoid S75-3N) was purchased from Lipid (Ribeirdo Preto, Brazil). High-pressure liquid
chromatography (HPLC) grade methanol was purchased from Pareac® (Barcelona, Spain) and
HPLC grade water was prepared using a Milli-Q system from Millipore (Billerica, USA).

2.2. Preparation of quercetin nanoemulsion

The QU-N was prepared by a hot solvent diffusion method associated to phase inversion
technique (PIT) (DORA, 2010; GALHO et al., 2016; HADRICH et al., 2016). Briefly, a mixture
of castor oil (150 mg) and lecithin (20 mg) in acetone: ethanol (60:40, v/v; 5 ml) at 60°C was
added to an aqueous phase (50 ml) containing the PEG-660 stearate (1.5%) surfactant previously
heated at 80 °C, under magnetic stirring, at 700 rpm. The resulting colloidal suspensions were
then cooled to room temperature. The organic solvent was evapored under reduced pressure (239
mbar, 5 min; 58 mbar, 3 min; 23 mbar, 9 min) and the final volume reduced to 20 ml, to ensure
that the final formulation contained no organic solvent. Finally, the colloidal suspensions were
filtered through an 8 um filter cellulose nitrate. For the preparations of QU-N 10 mg of QU was
added to the organic phase of the formulation. Still, free quercetin was solubilized in castor oil in
the same proportion as QU-N.

2.3. Particle size and zeta potential measurements

The particle size and zeta potential of the nanoemulsion were determined by light
scattering and laser-doppler anemometry, respectively, using a Zetasizer Nano Series (Malvern
Instruments, Worcestershire, UK). The particle size measurements were performed at 25 °C after
appropriate dilution of the samples in distilled water. Each size analysis lasted 300 s and was
performed with an angle detection of 90°. The hydrodynamic radius was determined using Stokes-
Einstein's equation, R=(xBT/6mnD), where kB 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°C). For zeta potential measurements, the samples were diluted in ultrapure Milli-
Q® water and placed in the electrophoretic 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. The analyses were performed in triplicate batches (n=3) (GALHO et
al., 2016).

2.4. QU content determination and nanoemulsion recovery

The QU content and recovery in the nanoemulsion was determined by HPLC using a
Perkin Elmer Flexar System HPLC (Perkin Elmer Inc., United States) coupled to Photodiode
Array detector, set at 369 nm, quarternary pump, and automated sampler. The stationary phase
used was a reversed-phase C18 zorbax eclipse plus (4.6 mm x 150 mm x 5 pm) column. The
mobile phase was composed of methanol: Milli-Q® water (55:45 v / v, pH adjusted to 2.7 with
1% phosphoric acid) and was eluted isocratically at a flow rate of 1 mL min-* at 40°C (+- 1°C).
The injection volume of the analyses was 20 pl.
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The HPLC method was validated according to the International Conference on
Harmonization of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use
(2005). The calibration graph for QU was linear over the range of 0.25 to 10 pg/mL* with a
correlation coefficient of 0.9996. The regression equation of the media calibration graph (n = 3)
was y= 74799x-4150,8. The variance analysis (ANOVA) confirmed the linearity of the method
(Fcaln> Fcritical; P = 0.05). The LOD and LOQ calculated for HPLC were 0.12903 pg/mL* and
0.39099 pg/mL, respectively, indicating that the method was sufficiently sensitive to determine
the QU content in the colloidal suspensions. For HPLC analysis, an aliquot of nanoemulsion was
completely dissolved with mobile phase. The QU content (total concentration) in the colloidal
suspensions was calculated after determining the drug concentration in the methanolic solutions
and was expressed in pg of QU/mL of suspension. The QU recovery was calculated as being the
percentage of the total drug concentration found in the suspensions in relation to the initially
added amount. Detailed QU-N physico-chemical characteristics are represented in table 2.

2.5. Ex vivo drug release behavior

Ex vivo study on porcine nasal mucosae was performed using Franz diffusion cell. The
nasal mucosae were maintained for 30 minutes at simulated nasal fluid (SNF) pH 6.4 (NaCl 8,766
mg/mL, KCI 2,98 mg/mL, NaH2PO4 0,8998 mg/mL, Na2HPO4 0,4258 mg/mL, CaCl2.2H20
0,5549 mg/mL). Nasal mucosae with a contact area of 2.268 cm? were mounted on receptor
compartment of the Franz diffusion cells (diameter 10 mm, 12 mL volume), with dermal face in
contact with acceptor SNF medium containing polyethylene glycol 400 (70:30, v/v). Two
experimental sets in triplicates were performed keeping the temperature at 37 £ 1 °C, 400 rpm.
The formulation/drug suspension of 5 mg/mL (QU-N or QU free) was applied on the outer surface
of the nasal mucosae. One milliliter of the sample was withdrawn from receptor compartment at
2,4, 8,10 and 12 h duration and replaced with 1 mL of fresh medium acceptor to maintain sink
conditions. Samples were analyzed using HPLC to calculate the drug released from the membrane
into the acceptor medium, and calculation was done accordingly in order to determine the
diffusion kinetics. At the end of the set time (12 h), the porcine nasal mucous membranes were
removed from the diffusion cells, and excess of unabsorbed nanoemulsion was removed by
mucosal cleaning with three jets methanol apical side of the mucosae. Furthermore, an absorbent
paper was used to remove excess moisture. Mucous membranes exposed to nanoemulsion were
fragmented and transferred to volumetric flasks of 10.0 mL and subjected to overnight extraction
with methanol.

2.6. Animals

Fifty-one Wistar rats, male, heterogenic, weighing around 350-400 g were used in this
study. The animals were kept in conventional cages, with standard conditions of temperature (22
°C £ 2 °C) and relative humidity (60%-80%), and light/dark cycle of 12 h. Four animals were
kept in each cage. For environmental enrichment, a roll of cardboard was placed every day in the
cages. This experimental protocol was carried out in accordance with the Brazilian law and
approved by the Animal Use Ethics Committee (CEUA) of the Federal University of the Rio
Grande (FURG) (license number P066/2015). For all procedures, the animals were randomly
assigned to the different treatment groups.

2.7. Intracerebral Hemorrhage induction
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ICH was performed according to the model described by Rosenberg and collaborators,
with some modifications (KIM et al., 2007; ROSENBERG et al., 1990). The animals were
anesthetized with a ketamine (90 mg/kg™; Dopalen) and xylazine (13 mg/kg™; Anasedan) IP
injection and placed in the stereotaxic surgery apparatus. ICH was induced by stereotaxic
injection of collagenase type VII (Sigma) using a Hamilton syringe in the coordinates
corresponding to the left striatum (3 mm medium-Ilateral; 0 mm anteroposterior and 5 mm ventral
from bregma) (PAXINOS; WATSON, 2013). We used 0.23 U of collagenase type VII in 2 pl of
the saline solution (AHMAD et al., 2011; KIM et al., 2007; LEKIC et al., 2011). Immediately
after the procedure, animals received subcutaneous administration of 5 mg/kg meloxicam for
analgesia (ANTUNES, 2013).

2.8. Experimental groups

The animals were randomly assigned to be subjected to four different treatments (Table
1). The formulations were given by an IP injection (30 mg/kg ™ body weight) or IN administration
(0,25 mg/Kg™) 2 h after surgery and following the experimental days (next 3 days). An overview
of the experimental groups is represented in table 1.

Table 1. Experimental groups.

GROUPS

ICH Hemorrhage

H+B.P Hemorrhage + nano blank (peritonially)
H+B.N Hemorrhage + nano blank (nasally)

H+Q.P Hemorrhage + nano quercetin (peritonially)
H+Q.N Hemorrhage + nano quercetin (nasally)

2.9. Doses and administrations of quercetin

The QU dose for IP administration was 30 mg/kg ™2, once this dose was already shown to
exert neuroprotective effects for both occlusive ischemia and ICH (AHMAD et al., 2011;
GALHO et al., 2016). The dose for QU IN delivery was 0,25 mg/Kg?, corresponding to
approximately 50 ul, 25 pl in each side (HANSON et al., 2009). The nanoemulsion without the
drug (nano "blank™) or QU-nanoemulsion were administered to the animals IP or IN once daily
for 3 days starting 2 h after injury induction. After euthanasia (3 days after injury), the site of
injection/inhalation were macroscopically evaluated for the investigation of possible irritant
effects of the administration of QU-N in the peritoneum or in the nasal mucosae.

2.10. Behavioral evaluation of the animals
Analysis the motor behavior was performed through 3 tests:
2.10.1. Open field test:

The open field test was used to evaluate general locomotor activity. The test was
performed 24 h after ICH. The apparatus consisted of a wooden box (60 x 45 x 50 cm) with 12
15%15 cm squares drawn on the floor. The total number of crossings (passage of the animal with
the four limbs from one square to another) and the number of rearings (standing on hind limbs)
within 5 min were counted. The following scores values were used for crossings: 0 (more than 14
crossings), 1 (between 10 and 14 crossings), 2 (between 5 and 9 crossings), 3 (between 0 and 4
crossings). For the rearings, the following scores values were used: 0 (more than 10 rearing), 1
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(between 8 and 10 rearing), 2 (between 4 and 7 rearing), 3 (between 0 and 3 rearing) (VIANNA
et al., 2001).

2.10.2. Beam walking test:

The beam walking apparatus consisted of a wooden cylindrical bar with 70 cm of length
and 4 cm of diameter suspended 1 m above a soft surface. The animals were trained 24 h before
ICH to enter a dark box parting from an illuminated spot, having to cross the entire length of the
bar to complete the task. This test was used to evaluate the balance and the locomotor activity of
the animals 48 h after lesion. The time taken by the animal to cross the bar was counted (with a
maximum time of 2 min) and the number of times the animal slipped with a limb contralateral to
the lesion was counted, resulting in a score. The following score values were used: 0 (the animal
moved along the shaft in less than 2 min without losing balance), 1 (stumbled 1 or 2 times
sideways), 2 (stumbled more than three times), 3 (did not move for all the length of the shaft in
less than 2 min or fell) (BERAY-BERTHAT et al., 2010).

2.10.3. Foot fault test:

The animals were submitted to the foot fault test 72 h after ICH, which was performed to
evaluate the motor precision of the animals. This test consists of placing the rat above a metallic
grid with openings measuring 3 cm2. The number of failed attempts to place a paw on the grid,
letting it go through the openings was counted. The percentages of errors for each side of the body
were compared (ROGERS et al., 1997; ZHANG et al., 2002).

2.11. Measurement of the hematoma size

At the end of the recovering time (3 days) the animals were euthanized by intraperitoneal
injection of a lethal dose (100 mg/kg™?) of thiopental sodium (ARTWOHL et al., 2006). After
that, the brains were removed, fixed for a period of 12 hours with 10% formaldehyde and then in
30% sucrose for two days (average time for them to submerge). Finally, the brains were coronally
sectioned (13 um) in a cryostat (Leica CM 1860), photographed (Olympus SZX16, Olympus
SC30 camera) and quantified using ImageJ software (version 1.48).

2.12. Experimental design

Open Field (24h) Beam walking (48h)
Beam walking Administration (IP)  Administration (IP) Administration (IP)
trainig Administration (IN)  Administration (IN} Administration {IN)  Foot Fault (72h)

Day 1 Surgery Day 1 Day2 Euthanasia

Figure 1. Experimental design: Beam walking training 24 h before ICH (day 1 before surgery). Surgery
for induction of ICH and treatments (IP and IN) 2 h after the same. Open field test 24 h after ICH and
treatments (IP and IN) (day 1 after surgery). Beam walking test 48 h after ICH and treatments (IP and
IN) (day 2 after surgery). Test foot fault, 72 h after ICH followed by euthanasia.
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2.13. Statistical Analysis

The results were tested for normality and analyzed by ANOVA followed by Tukey’s test
using the GraphPad Prism version 5 for Windows (trial version, GraphPad Software, San Diego,
CA, USA). In all cases, a significance level of at least 5% was used (p < 0.05) (JERROLD, 1999).

3. RESULTS
3.1. Nanoemulsion characterization

A nanoemulsion displaying mean particle size of approximately 20 nm and polydispersed
index of 0.20 was obtained by the hot solvent diffusion technique associated with the PIT method,
as described in material and methods section. The drug content and the entrapment efficiency
were approximately of 1.5 mg ml* and 99.5%, unloaded nanocarriers were analyzed and the
results were similar respectively as shown in Table 2.

Table 2. Physico-chemical characteristics of quercetin loaded nanoemulsion. PDI =
polydispersity index, NE = nanoemulsion. Values were expressed by mean + SD.

NE Size (nm) PDI C-potential (mV) QU content (mg ml ') Recovery (%)
NE 1932 £ 0.41 0.14 £ 0.011 -5.12+0.60 - -
QU-N  1925+0.20  0.20£0.004 -534+£0.50 1.49 £0.02 99.5+£0.1

3.2. Ex vivo drug release behavior

Figure 2 shows the ex vivo release kinetics of QU-N and free QU in simulated nasal
fluid:polyethylene glycol 400 (70:30, v/v) at 37°C. Release experiments were conducted at pH
6.0 in sink conditions. This study demonstrated that the QU-N permeated better the porcine
mucosae than the free QU. While 16.67 pg/cm?; 15.31 pg/cm? and 16.46 pg/cm? of QU were
obtained after eight, ten and twelve hours of QU-N permeation, respectively, 1.49 pg/cm?; 1.63
pg/cm? and 5.69 pg/cm? was observed for the free QU.

20+
-+ QU-N

-+ Free QU

- -
o 9]
& 1

by area (ug/cm?)
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Mass Quercetin permeated

o

T T T T

T T
2 4 6 8 10 12 14
Time (hours)

o

Figure 2. Mass of quercetin permeated by area (ug/cm?) in the Franz cell and quantified by HPLC.
Quercetin-loaded nanoemulsion (square) and free quercetin (triangle). Values were expressed by
mean = SD (n=3).

3.3. Influence of administration of QU on behavioral tests
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3.3.1 Open Field

The number of crossings (locomotor activity) and rearings (exploratory position) were
assessed 24 h after ICH induction (figures 3 (a) and (b) respectively). The results have shown a
difference in the number of crossings and rearings in compared to animals which suffered ICH,
confirming the impairment in the locomotor and exploratory activities caused by the pathology.
It was also observed that animals treated with QU-N (IP and IN) there was a significant score
decrement of 36 and 42% (IP and IN) respectively. Regarding the rearings, only animals treated
via IP had a significant reduction of around to 42%.

A) i (B) .
crossings rearings

Scores
Scores

*

Figure 3. Open field test performed 24 h after ICH. The number of crossings (a) and of rearings (b) were
counted for 5 minutes. The groups: ICH; H+B.P; H+B.N; H+Q.P; H+Q.N, respectively, Hemorrhage;
Hemorrhage + nano blank (peritoneally); Hemorrhage + nano blank (nasally); Hemorrhage + nano
quercetin (peritoneally); Hemorrhage + nano quercetin (nasally). (ANOVA followed by Tukey’ test,
n=10-11, * p<0.05; ** p<0.01).

3.3.2. Beam walking

In the beam walking test (locomotor activity, balance, and motor skill evaluation), carried
out 48 h after ICH (figures 4), we observed a significantly higher score in the animals subjected
to ICH without treatment, which indicates more severe neurologic damage. However, among the
treated animals, there was a significant score decrement only on those treated with QU-N IP,
around to 58%.
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Score

Figure 4. Beam walking test performed 48 h after ICH. The locomotor capacity and the balance of the
animals were scored as described in the methods section at 48 h after the stereotaxic surgery. The groups:
ICH; H+B.P; H+B.N; H+Q.P; H+Q.N, respectively, Hemorrhage; Hemorrhage + nano blank
(peritoneally); Hemorrhage + nano blank (nasally); Hemorrhage + nano quercetin (peritoneally);
Hemorrhage + nano quercetin (nasally) (ANOVA followed by Tukey’ test, n=10-11, * p<0.05).

3.3.3. Foot Fault

In the motor skill test on grids (fine motor skill), carried out 72 h after ICH, the percentage
of motor errors occurred in all ICH groups, always higher on the right side (contralateral to the
lesion), which indicates severe neurologic damage (Figure 5(a)). When the percentage of falls
with the right (contralateral) limbs minus the percentage of falls with the left (ipsilateral) limbs
was calculated, a statistical difference was observed in QU-N IN group, around 33% (figure 5

(b)).
A) B
1001

801

Limb fall (%)

Limb fall (contralateral) - Limb fall {ipsilateral) (%)

Figure 5. Foot fault test performed 72 h after ICH. (a) The percentage of motor errors with the
contralateral (right limbs—RS) and ipsilateral (left limbs—LS) is shown 72 h after ICH and in all ICH,
groups the foot slips were mainly made by the lesion contralateral side. (b). The percentage of falls with
the right (contralateral) limbs minus the percentage of falls with the left limbs (ipsilateral) was calculated,
statistical difference was observed in H+Q.N groups. The groups: ICH; H+B.P; H+B.N; H+Q.P; H+Q.N,
respectively, Hemorrhage; Hemorrhage + nano blank (peritoneally); Hemorrhage + nano blank (nasally);
Hemorrhage + nano quercetin (peritoneally); Hemorrhage + nano quercetin (nasally). (ANOVA followed
by Tukey’ test, n=10-11, * p<0.05).
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3.4. Assessment of hematoma size

In an attempt to understand how QU-N could influence in one of the most important ICH
consequences, the hematoma area was measured in all groups (Figure 6). We observed that the
QU-N IP was able to significantly reduce the hematoma area around to 52% when compared to
the control group. This decrease in hematoma size was not observed in the other treatments.
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Figure 6. Hematoma size 72 h after ICH. (a) The area of the hematoma was measured by tracing the
perimeter of the infarct. (b) Representative images of the brains from the groups: ICH; H+B.P; H+B.N;
H+Q.P; H+Q.N, respectively, A; B; C; D; E. (ANOVA followed by Tukey’ test, n=5; * p <0.05).

4. DISCUSSION

In this work, we compared the protective effects of QU-N using two routes of
administration (IP and IN) after the induction of ICH in Wistar rats.

Firstly, we performed ex vivo permeation using the Franz-type diffusion cell technique to
evaluate the permeation profile of free QU and QU-N by the porcine nasal mucosae. It is
considered that, in order to reach the CNS using the IN route satisfactorily, the drug must first be
able to penetrate and permeate through these mucosae (RICHTER, 2015). QU started to be
detected from the fourth hour, but can only be quantified in the receiving fluid from the eighth
hour of the experiment, both from QU-N and QU in its free form. Our results showed that the
QU-N presented better permeation pattern when crossing the porcine nasal mucosae compared to
free QU (Figure 2). The permeation of the drug by the nasal epithelium is a very important factor
to evaluate, once the clinical efficacy of a drug depends not only on its pharmacological properties
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but also on its bioavailability. Ex vivo permeation studies using a porcine nasal mucosae offer
advantages over in vivo studies as they can be performed more quickly and following more
simplified analytical procedures (BARBI, 2011). Also, the ex vivo test performed in this study
has an ethical advantage, once the mucosae was obtained from slaughter pigs, avoiding the
sacrifice of animals exclusively for this end. The ex vivo technique is efficient, economical and
can be used in the preliminary stages of the development of new release systems, helping in the
choice of the best input and the best pharmaceutical form for IN administration (CARVALHO,
2012). Our results indicate that QU-N administrated IN promoted drug absorption, primarily
because of the ability of the formulation to cross the mucosae (Figure 2). This is due to the fact
that polyphenols, when nanoencapsulated, have benefits compared to their free form, once this
compound is protected from degradation and its solubility is increased (GHALANDARLAKI,
ALIZADEH; ASHKANI-ESFAHANI, 2014).

ICH is the most severe type of stroke, and hematoma volume is a major determinant of
this outcome. The hematoma expansion occurs mainly in the first 24 h after the onset of the
disease and leads to secondary neurological deterioration, such as compression of the neural tissue
and formation of edema (CHANG et al., 2017; SHERREFA; JIPING; JOHN, 2017).
Subsequently, secondary damage activates cytotoxic and inflammatory cascades (ZHOU et al.,
2014), which contribute substantially to neurological deterioration in ICH patients (CHANG et
al., 2017; WANG, 2010). Clinical evidence shows that hematoma size and expansion are the main
determinants of ICH results, both in humans (BRODERICK et al., 1993) and in rodents (CHANG
etal., 2017; MACLELLAN et al., 2009).

Our results showed a reduction in the size of the hematoma in the animals treated with
QU-N via IP administration, a result that was not observed following IN treatment (Figure 6).
Galho et al. (2016) compared the effects of QU-N with its free form on an ICH model in rats
induced by collagenase. These animals were treated with a single IP dose of the drug (free or
nanoemulsion) and had a reduction in hematoma size in the two treated groups, but when
evaluated the antioxidant effect, the group that had the incorporation in nanoemulsion (NE) had
an increase in this effect, thus reflecting the behavioral outcomes. Our results were similar to
those of the author with respect to the IP route, once hematoma size and behavioral impairments
had significant reductions (Figures 3, 4 and 6); however, for the IN route, the same results were
not observed when compared to the control group. So, we conclude that using the dose and
administration protocol performed in this work, QU-N was not sufficient to alter this parameter.

With the method used to nanoemulsifying QU, we were able to nanoencapsulated large
amount of the flavonoid (1,5 mg/ml?), however, the routes of administration differed greatly with
respect to the amount of QU administered to the animal. In our experiment, a daily application of
the formulation (IP or IN) was carried out, summing up to 3 applications. In a rat of approximately
300 g, about 9 mg of QU was injected using the IP route, whereas using the IN route, the amount
of QU was reduced to only 0,075 mg, this is less than 1% of what was injected into the IP route.
This shows a very large difference in the amount of QU administered by the two routes. In spite
of having almost a hundred less QU after IN administration, we observed important behavioral
alterations in open field and foot fault tests, suggesting this route to be promising to future ICH
treatment.

The behavioral tests performed in our study were used to evaluate the exploratory
behavior, balance, asymmetry and fine motor coordination, revealing motor deficits in animals
after ICH (BERAY-BERTHAT et al., 2010; MESTRINER, 2013; SONG et al., 2016). Our results
show that QU-N, administered both via IP and IN, significantly reduced motor deficits in the
animals when compared to the control group (Figures 3-5), confirming the data presented by
GALHO et al. (2016) and MANDAL et al. (2016).
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The open field test was used to measure motor coordination and exploratory behavior in
rats after ICH (MEHTA; PARASHAR; UDAYABANU, 2017; MESTRINER, 2013). The test
was performed 24 h after injury, and our results showed significant improvement in the number
of crossings of the animals from the QU-N treated groups by both the IP and IN pathway when
compared to the control group (Figure 3 (a)). Still, with respect to the exploratory behavior,
verified through the number of rearings, it was observed that only the IP route obtained significant
improvements (Figure 3 (b)). The beam walking test was performed to assess asymmetric balance
and coordination in the animals and was performed 48 h after ICH. In order for the animals to
perform the test correctly, 24 h before the surgery they were trained twice so that they could learn
how to behave in the device on the day of the test. In our study, all animals in the ICH group had
difficulty in crossing the course, losing balance and coordination. However, animals receiving
QU-N via IP had statistically less difficulty in comparison to the control group, a result that was
not observed in the IN group (Figure 4). The foot fault test, which measures the motor and fine
motor coordination of the animals, was performed 72 h after induction of ICH. The animals were
submitted to the test for 5 min and the errors made in paw placement (ipsi and contralateral) were
quantified. In all groups, the contralateral paw made more errors than the ipsilateral. We did not
find statistical differences in the animals treated with QU-N in both the IP and IN pathways
compared to the controls (Figure 5 (a)), however, when we decreased the number of falls on the
contralateral side with the ipsilateral side we found statistical difference in the QU-N via IN (H +
QN) (Figure 5 (b)).

The IN pathway, in turn, is shown to be a non-invasive method of circumventing BBB
and take the drug to the CNS (BENEDICT et al., 2011; HANSON et al., 2013; LOCHHEAD,;
THORNE, 2012). The nasal cavity presents special histological and physiological characteristics
such as the extensive vascularization, the high permeability of its mucosae and the presence of
epithelial microvilli that increase the surface available for absorption. This route of administration
also escapes the first-pass effect which allows a rapid onset of therapeutic action and the use of a
lower dose of the drug (BRAR; KAUR, 2014). Even in these low amounts, the IN pathway
showed a positive behavioral outcome (Figures 3 (a) and 5 (b)) which led us to hypothesize that
if more than one daily administration of QU-N was performed via IN and/or for a longer period
of days, the results with this route would probably be more expressive. In addition, one of the
restrictions with regard to IN administration to the brain is the natural defense mechanism - nasal
mucociliary clearance (AHMAD et al., 2017). Thus, in addition to administering a very small
amount of the drug in the animals, mucociliary cleaning is probably removing the nanocarriers
effectively. We saw in the permeation test that the QU-N absorption occurred very slowly
(quantifiable only after 8 h exposure of the mucosae), which leads us to believe that much of what
was administered is being purified by the mucus.

From our findings, we can conclude that QU-N reduced the behavioral deficits in both
routes of administration. In the ex vivo permeation test, the QU-N presented a better permeation
pattern when crossing the nasal mucosae in relation to the free QU, indicating the good
applicability of the formulation to the IN route. Although the IP route responded better to the size
of the hematoma than the IN route, the limitations on the amount of QU administered are an aspect
that should be taken into account in later studies. So, we conclude that the QU-N presents a
promising treatment for ICH. However, for possible future uses through the administration of IN,
further studies are required using larger doses and more frequent administrations.
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3. DISCUSSAO

Nesse trabalho comparamos os efeitos protetores da QU-N utilizando duas vias de
administracdo (IP e IN) apos a inducdo da hemorragia intracerebral em ratos Wistar. O
modelo de HI utilizado no presente estudo consiste em uma injecéo, no estriado cerebral,
de colagenase bacteriana (Clostridium histoliticum), uma metaloproteinase que rompe a
lamina basal dos vasos sanguineos cerebrais, causando sangramento intraparenquimatoso
(BERAY-BERTHAT et al., 2010; ROSENBERG et al., 1990). Além de facil execucéo,
uma das caracteristicas deste modelo € que a HI ¢é de natureza espontanea, o que se torna
mais proximo do que acontece com os humanos, ao contrario do outro modelo de HI, que
consiste em injecdo de sangue autélogo (BERAY-BERTHAT et al., 2010;
MACLELLAN et al., 2009; Xl et al., 2006).

MacLellan e colaboradores mostraram que o modelo de colagenase resultou em maior
colapso da BHE e dano ao estriado e cortex em relacio ao modelo aut6logo
(MACLELLAN et al., 2009). Além disso, 0 modelo de sangue autélogo demonstrou uma
menor perda de tecido (entre 1 a 6 semanas) em compara¢do com o modelo de colagenase
(MACLELLAN etal., 2009; NEVES, 2015). Assim, o modelo de colagenase se aproxima
mais da HI vista em humanos, permanecendo 0s pacientes muitas vezes com graves
déficits ao longo da vida. E importante ressaltar que a colagenase ndo é toxica para 0s
neurdnios, ndo influenciando nas alteracdes decorrentes da lesdo secundéaria apos Hl
(NEVES, 2015). Por esses motivos escolhemos esse modelo para ser utilizado em nosso
trabalho.

Num primeiro momento, realizamos teste de permeacdo ex vivo utilizando a técnica
envolvendo células de difusdo do tipo Franz, a fim de avaliar o perfil de permeacéo
(passagem) da QU e da QU-N pela mucosa nasal suina. Considera-se que, para atingir o
SNC utilizando a via IN de forma satisfatdria, primeiramente o farmaco deve ser capaz
de penetrar e permear atraves dessa mucosa (RICHTER, 2015). QU comecgou a ser
detectada a partir da quarta hora, mas s6 pode ser quantificada no fluido receptor a partir
da oitava hora do experimento, ambos de QU-N e QU na sua forma livre. Nossos
resultados mostraram que o QU-N apresentou melhor padréo de permeacéo ao cruzar a
mucosa nasal porcina em comparagdo com QU livre (Figura 2). Estes resultados mostram
que a formulacdo de QU-N, utilizada na via IN, promove a absor¢do do farmaco,
principalmente por causa da capacidade da formulagdo em atravessar a mucosa. 1sso se
deve ao fato de que os polifendis, quando nanoencapsulados, possuem beneficios em

comparacdo com a sua forma livre, uma vez que estes compostos sdo protegidos da
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degradacdo e sua solubilidade é aumentada (GHALANDARLAKI; ALIZADEH;
ASHKANI-ESFAHANI, 2014).

A permeacdo do farmaco pelo epitélio nasal é um fator muito importante para se
avaliar, uma vez que a eficacia clinica de um farmaco ndo depende apenas das suas
propriedades farmacoldgicas, mas também da sua biodisponibilidade. Os estudos de
permeacdo ex vivo, utilizando mucosa nasal suina, oferecem vantagens sobre os estudos
in vivo, uma vez que podem ser executados mais rapidamente e seguindo procedimentos
analiticos mais simplificados (BARBI, 2011). A técnica ex vivo € eficiente, econémica e
pode ser usada nos estdgios preliminares do desenvolvimento de novos sistemas de
liberagéo, auxiliando na escolha do melhor insumo e da melhor forma farmacéutica para
administracdo IN (CARVALHO, 2012). Além disso, o teste ex vivo realizado neste
trabalho possui uma vantagem ética, pois a mucosa foi obtida de porcos de abatedouro,

evitando a morte de animais especificamente para esse teste.

Devido a capacidade de solubilizacdo superior, estabilidade termodinamica e
preparacao relativamente facil, as NEs tém sido amplamente exploradas para aumentar a
administracdo IN, com objetivo de facilitar a distribuicdo do farmaco ao cérebro.
Contudo, a regeneracao rapida do muco remove eficazmente as NEs aderidas da mucosa
nasal, criando assim obstaculos para a sua livre circulagdo (AHMAD et al., 2017). No
presente estudo, nanoencapsulamos a QU em NEs utilizando o método de difusdo do
solvente a quente, resultando ao término do processo, goticulas extremamente pequenas,
em torno de 20 nm, sendo o tamanho diminuto relevante no que se refere a passagem
nariz-cérebro (DORA; TAGLIARI, 2010; GALHO et al., 2016).

A utilizacdo de flavonoides como a QU vem sendo amplamente utilizado em
estudos in vitro e in vivo (ELUMALAI; LAKSHMI, 2016; POGACNIK et al., 2016).
Trabalhos recentes tém demonstrado resultados positivos da utilizagdo dela em doencas
decorrentes do sistema nervoso como esclerose multipla, Parkinson, Huntington,
Alzheimer e HI (AY et al., 2017; MORENO et al., 2017; PLEMEL et al., 2015; ZHANG
et al., 2015).

A HI é o tipo de AVC mais grave e o volume do hematoma é um dos principais
determinantes deste desfecho. A expansdo do hematoma ocorre principalmente nas
primeiras 24 h apos o inicio da patologia e leva a deterioragdo neuroldgica secundaria,
como a compresséo do tecido neural e formacédo de edema (CHANG et al., 2017; GALHO
et al.,, 2016; SHERREFA; JIPING; JOHN, 2017). Subsequentemente, os danos
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secundarios ativam cascatas citotoxicas e inflamatorias (ZHOU et al., 2014), que
contribuem substancialmente para a deterioracdo neurologica em pacientes com Hl
(CHANG et al., 2017; WANG, 2010). Evidéncias clinicas tem mostrado que o tamanho
e expansdo do hematoma s&o as principais determinantes dos resultados da HI (CHANG
etal.,2017; LOPRESTI et al., 2014), tanto em seres humanos (BRODERICK et al., 1993)
como também em roedores (CHANG et al., 2017; MACLELLAN et al., 2006).

Nossos resultados mostraram reducdo no tamanho do hematoma nos animais que
foram tratados com QU-N pela via IP, resultado ndo observado quando utilizada a via IN
(Figura 6).

Galho e colaboradores 2016 compararam os efeitos da QU-N com a sua forma
livre em um modelo de HI em ratos induzido por colagenase. Estes foram tratados com
uma Unica dose IP do farmaco (forma livre ou nanoemulsdo) e obtiveram reducéo no
tamanho do hematoma dos animais tratados tanto com a forma livre como a que foi
incorporada em NEs, mas quando avaliado o efeito antioxidante, o grupo QU-N obteve
aumento nesse efeito, refletindo assim, em resultados de testes comportamentais
realizados. Nossos resultados foram semelhantes ao do autor no que tange a via IP, uma
vez que, o tamanho do hematoma e os comportamentos tiveram redugdes significativas
(Figuras 3, 4 e 6), no entanto, quanto a via IN, somente os testes comportamentais

mostraram melhoras significativas em comparagdo ao grupo controle (Figuras 3(a) e

5(b)).

Muitos sobreviventes de AVC apresentam algum grau de comprometimento
motor que limita o estado funcional ap6s 0 AVC (BAJAJ et al., 2016). Individuos com
lesdo no hemisfério direito, por exemplo, podem apresentar heminegligéncia a estimulos
sensoriais contralaterais ao hemisfério lesado (Figura B) (MAGLIARO; MATAS, 2009;
MESTRINER, 2013; SOARES, 2012) Os testes comportamentais realizados em nosso
estudo serviram para avaliar o comportamento exploratorio, equilibrio, assimetria e a
coordenagdo motora fina e revelam déficits motores em animais apés HI (BERAY-
BERTHAT et al., 2010; MESTRINER, 2013; SONG et al., 2016). Nossos resultados
mostram que a QU-N, reduziu significativamente os déficits motores nos animais em
comparagao ao grupo controle HI (Figuras 3, 4 e 5), confirmando os dados apresentados
por GALHO et al. 2016.

Um dos testes comportamentais realizados foi o campo aberto, que é utilizado

para mensurar a coordenacdo motora e 0 comportamento exploratério em ratos apos Hl
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(MEHTA; PARASHAR; UDAYABANU, 2017; MESTRINER, 2013). Vinte e quatro
horas apds a lesdo, foi realizado o teste e por um periodo de 5 min quantificados os
cruzamentos “crossings” (quando o animal passa com as 4 patas sobre todo o quadrante)
e 0s levantamentos “rearings” (quando o animal se apoia unicamente sobre as patas
traseiras explorando o ambiente com as patas dianteiras). Nossos resultados mostraram
melhora significativa nos cruzamentos dos animais dos grupos tratados com QU-N tanto
pela via IP quanto IN em comparagdo com os do grupo controle HI (Figura 3 (a)). Ainda,
com relagdo ao comportamento exploratério, verificado através dos levantamentos,
observou-se que somente a via IP obteve melhoras significativas (Figura 3 (b)).

O teste de deslocamento em haste elevada avalia equilibrio e coordenacéo
assimétrica nos animais, sendo este realizado 48 h ap6s HI. Com o intuito dos animais
realizarem corretamente o teste, 24 h antes da cirurgia eles foram treinados duas vezes
para que pudessem aprender como deveriam se comportar no aparelho no dia do teste.
Quarenta e oito horas apds a cirurgia, os déficits de equilibrio e coordenacdo foram
perceptiveis nos animais quando colocados no aparelho, uma vez que o lado contralateral
a lesdo fica comprometido em decorréncia da HI (MAGLIARO; MATAS, 2009;
SOARES, 2012). Em nosso estudo, todos os animais do grupo HI tiveram dificuldade em
atravessar o percurso, perdendo o equilibrio e a coordenacdo. No entanto, os animais que
receberam QU-N por via IP tiveram estatisticamente menos dificuldade em comparacao
com o grupo controle, resultado que ndo se manteve no grupo IN (Figura 4).

O teste de motricidade em grade, que mensura a motricidade e a coordenagéo
motora fina dos animais, foi realizado 72 h apds inducdo da HI. Os animais foram
submetidos ao teste durante 5 min e os erros cometidos pelas patas (ipsi e contralaterais)
foram quantificados. Em todos os grupos, o lado contralateral cometeu mais erros do que
o ipsilateral (Figura 5 (a)), 0 que mostra a eficiéncia do modelo de HI com colagenase
VII utilizado, tendo em vista que os animais acometidos pela HI no lado esquerdo do
cérebro tendem a possuir problemas motores no lado contralateral a lesdo. Né&o
encontramos diferencas estatisticas nos animais tratados com QU-N tanto na via IP
quanto na IN em comparacdo com os controles HI (Figura 5 (a)), no entanto, quando
diminuimos a quantidade de quedas do lado contralateral com as do ipsilateral
encontramos diferenga estatistica no grupo QU-N tratados via IN (H+Q.N) (Figura 5 (b)).

A via IN utilizada em nosso trabalho mostrou melhora na avaliagdo motora dos
animais em dois testes comportamentais, o que ndo se confirmou na avaliacdo do tamanho

do hematoma nos animais. Ja a via IP mostrou diferencas significativas em dois testes

52



comportamentais, bem como no tamanho do hematoma (Figuras 3-6). Essa correlagdo
entre tamanho do hematoma e respostas comportamentais é esperada, ja que a expansao
do hematoma leva a mecanismos de lesdo secundaria, o que acentua a destruicéo tecidual
resultando em danos motores diretos (BARBI, 2011). Nossos resultados confirmaram
melhoras dos animais que foram tratados com QU-N contra danos decorrentes da HI. No
entanto, quanto as duas vias utilizadas (IP e IN), a que possuiu melhor resposta foi a IP,
uma vez que respondeu melhor tanto nos danos motores quanto na avaliagdo do tamanho
do hematoma cerebral.

Com o método usado para nanoemulsionar a QU, conseguimos nanoemulsificar
grande quantidade do flavonoide (1,5 mg/ml™), no entanto, as vias de administragdo se
diferenciaram bastante no que diz respeito a quantidade de QU administrada ao animal.
Em nosso experimento, foi realizada uma aplicacdo diaria da formulagdo (IP ou IN),
totalizando 3 aplicagdes. Em um rato com aproximadamente 300 g, foi injetado em torno
de 9 mg de QU-N utilizando a via IP, enquanto que utilizando a via IN, a quantidade de
QU ¢ reduzida para apenas 0,075 mg, isto € menos de 1% do que foi injetado na via IP.
Mesmo nessas quantidades tdo baixas, a via IN mostrou resultado comportamental
positivo (Figuras 3 (a) e 5 (b)), 0 que nos leva a crer que, caso fossem realizadas mais de
uma administracdo diaria de QU-N via IN e/ou por periodo maior de dias, provavelmente
os resultados com relacdo a esta via seriam mais expressivos.

Quando analisamos as vias de administragdo, temos como a maior vantagem da
via IP o fornecimento, relativamente, de altas concentraces do farmaco (BAJAJ; YEO,
2010), contudo, a maior desvantagem € que as drogas sdo absorvidas pelos capilares
peritoneais e chegam rapidamente a circulacdo sistémica, onde passam primeiro pela
circulacdo portal, figado e posteriormente alcan¢ando outros 6rgdos (MARCON, 2011).
Além disso, a BHE garante a homeostase do tecido cerebral por meio de um transporte
altamente regulado de substratos e impede que as substancias xenobidticas entrem no
cérebro usando transportadores de efluxo eficientes (FREESE et al., 2017), dificultando,
assim, a entrada de farmacos no SNC. No entanto, sabe-se que a HI é sempre seguida
por rompimento da BHE, o que contribui para o aumento da permeabilidade de farmaco
ao cérebro (KEEP et al., 2008; WU et al., 2011), 0 que nesse caso aumentaria a
biodisponibilidade vinda da corrente sanguinea para o0 meio intracerebral.

A via IN, por sua vez, mostra-se um metodo néo invasivo de contornar a BHE
(BENEDICT et al., 2011; HANSON et al., 2013; LOCHHEAD, 2012) e levar o farmaco

até o SNC. A regido olfativa das vias nasais possui atributos anatdmicos e fisioldgicos
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unicos, que fornecem vias extracelulares e intracelulares para o SNC que contornam a
BHE. Os neurénios sensoriais olfativos sdo 0s Unicos neurénios de primeira ordem cujos
corpos celulares estdo localizados em um epitélio distal. Seus processos dendriticos sdo
diretamente expostos ao ambiente externo na passagem nasal superior enquanto seus
axonios projetam através de perfuracdes na placa cribriforme do osso etmoide para
glomérulos sinapticos no bulbo olfatério (AHMAD et al., 2017; DHURIA et al., 2009;
SERRALHEIRO et al., 2015; SHINDE; BHARKAD; DEVARAJAN, 2015; THORNE
et al., 2004). Uma das restri¢cbes no que se refere a administracdo IN para o cérebro é o
mecanismo de defesa natural - depuracdo mucociliar nasal (AHMAD et al., 2017). Assim,
além de estarmos administrando uma quantidade muito pequena do farmaco nos animais,
a limpeza mucociliar provavelmente esta removendo a formulacdo de forma eficaz.
Vimos no teste de permeacdo que a absorcéo da quercetina se deu de forma bastante lenta
(quantificavel apenas apds 8 h de exposicdo da mucosa), 0 que nos leva a crer que muito
do que foi administrado esta sendo depurado pelo muco.

A partir dos nossos achados, podemos concluir que a QU-N via IP apresentaram
melhora significativa nos testes comportamentais bem como no tamanho do hematoma,
jaavia IN somente nos testes comportamentais foram observadas diferencas. Além disso,
a quantidade de QU administrada via IN foi menos de 1% da administrada pela via IP e
mesmo nessa quantidade tdo baixa os animais responderam de forma positiva aos testes
comportamentais, sugerindo, assim, que caso fossem realizadas mais administragdes
possivelmente além dos comportamentos também refletiria nos resultados do tamanho do
hematoma. Estes resultados sugerem que o QU-N utilizada neste estudo pode ser
promissora para futuros estudos sobre tratamentos da HI.

Ainda, no teste de permeacdo ex vivo, a QU-N apresentou melhor padréo de
permeacao ao atravessar a mucosa nasal suina em comparagdo com QU livre, fornecendo
evidéncias de que a nanoemulsdo poderia melhorar a passagem nariz-cérebro.

Com isso, a QU-N apresenta ser um tratamento promissor para HI. Contudo, mais
estudos sdo necessarios utilizando doses maiores e administragcdes mais frequentes, tendo

em vista ndo haver ainda um tratamento seguro para essa agressiva patologia.
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4. CONSIDERAGCOES FINAIS

A presente dissertacdo teve por objetivo estudar o tratamento com QU-N por duas
vias de administracdo (IP e IN) apds HI, analisando-se respostas comportamentais e o
tamanho do hematoma. A principal motivagao para o desenvolvimento desta dissertagéo
baseou-se em estudos anteriores do nosso proprio grupo de pesquisa, que mostraram
melhoras significativas dos animais tratados com QU-N em comparacdo com a QU livre
apos HI, utilizando-se uma Unica administracdo da droga e uma Unica via de
administracdo, a IP (GALHO et al., 2016). Acreditamos que a via IP, mesmo com a
vantagem de fornecer altas concentra¢fes do farmaco, (BAJAJ; YEO, 2010) seja
altamente metabolizada antes mesmo da chegada ao cérebro, por entrar na circulacdo
sistémica (MARCON, 2011). Com isso, utilizamos uma nova via de administracdo (IN)
por ser um método ndo invasivo de contornar a BHE e levar o farmaco até o SNC
(HANSON et al., 2012; LOCHHEAD, 2012). Ainda, comparamos as duas vias, a fim de
identificar qual seria a melhor no que se refere a respostas comportamentais e tamanho
do hematoma cerebral.

Identificamos que ao administrar QU-N, os animais tratados tanto pela via IP quanto
IN responderam significativamente aos testes comportamentais, contudo, somente a via
IP reduziu o tamanho do hematoma. Utilizamos uma dose diaria de QU-N, totalizando 3
aplicacdes e, ao comparamos a quantidade de QU-N inserida nos animais, separando por
via de administracdo, observamos que 0s animais tratados via IP receberam quantidades
muito superiores de QU-N. Mesmo com esses valores tdo baixo, o grupo IN mostrou
melhora em compara¢do com o grupo controle (sem tratamento). Isso mostra que a
guantidade de QU-N e a via de administracdo sdo dois fatores importantes quando
aplicados ao tratamento das doencas como o AVC, sendo necessarios mais estudos para
confirmar a melhor via como candidata a uma futura utilizacdo para essa patologia.

Desta forma, a presente dissertacdo permitiu a confirmacdo dos efeitos
neuroprotetores da QU-N nas duas vias de administracdo, o que serd salutar para uma
abordagem mais profunda e para um melhor entendimento do AVC experimental, que
podera auxiliar no processo de desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para

esta impactante condicéo clinica.
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5. PERSPECTIVAS

Como perspectivas, a partir dos resultados da presente dissertacdo, pretende-se
realizar outras avaliacfes com o mesmo modelo de HI, utilizando-se a mesma formulacao

QU-N como tratamento. Dentre as propostas, podemos destacar:

e Avaliar a quantidade de QU que chega no cérebro dos animais através de
HPLC e verificar qual das vias de administragdo possui maior
biodisponibilidade no parénguima cerebral em diferentes tempos.

e Administrar QU-N por periodo maior de dose e tempo (3x ao dia e por 12 dias
consecutivos).

e Realizar imunohistoquimica no cérebro utilizando marcadores especificos
para astrogliose e microgliose, comparando as duas vias de administracéo e

investigando se a via intranasal altera de forma diferente esses parametros.
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7. ANEXOS
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CERTIFICADO N° P066/2015

Certificamos que o projeto infitulado “Comparagdo dos efeitos protetores da administragio
intranasal e intraperitoneal de quercetina nanoencapsulada em ratos Wistar submetidos
a hemorragia intracerebral”, protocolo n° 23116.006417/2015-79, sob a responsabilidade de
Ana Paula Horn- que envolve a producdo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes
ao Filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa — encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15
de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA EM USO
ANIMAL DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE (CEUA-FURG), em reunido de
18/11/2015 (Ata 015/2015).

A CEUA lembra aos pesquisadores que qualquer alteragdo no protocolo experimental ou na
equipe deve ser encaminhada a comissao para avaliagdo e aprovagao. Um relatério final deve
ser enviado 2 CEUA no término da vigéncia do seu projeto.

CEUA N° Pq031/2015

VIGENCIA DO PROJETO 30/06/2017

ESPECIE/ LINHAGEM Rattus norvegicus/ Wistar

NUMERO DE ANIMAIS 96

PESO/ IDADE 250 — 300 g/ 60 — 80 dias

SEXO macho

ORIGEM : Centro de Reproducao e Experimentacao de
Animais de Laboratério (CREAL) - UFRGS

ENVIO DO RELATORIO FINAL Julho de 2017

Coordenadora Adjunta da CEUA-FY
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