Angela Filipa Sampaio Oliveira

Veiculacdo de fitoquimicos com atividade antitumoral em sistemas nanoestruturados

Faculdade de Ciéncias da Salde
Universidade Fernando Pessoa

Porto, 2019






Angela Filipa Sampaio Oliveira

Veiculacdo de fitoquimicos com atividade antitumoral em sistemas nanoestruturados

Faculdade de Ciéncias da Salde
Universidade Fernando Pessoa

Porto, 2019






Veiculagédo de fitoquimicos com atividade antitumoral em sistemas nanoestruturados

Angela Filipa Sampaio Oliveira

Trabalho apresentado a Universidade
Fernando Pessoa como parte dos
requisitos para obtencdo de grau de

Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.



Veiculagdo de fitoquimicos com atividade antitumoral em sistemas nanoestruturados

Sumario

A nanotecnologia e a fitoterapia sdo &reas promissoras e em grande expansao. Estas areas
tém sido cada vez mais exploradas para obtengdo de resultados na area da salde.

Nos ultimos anos, o cancro tem sido uma das patologias mais investigadas no que diz
repeito a salde, tentando-se desenvolver sistemas de veiculacdo de compostos bioativos
mais eficazes e seguros. A quercetina é um fitoterapicos com efeitos promissores na area

oncologica em virtude da sua atividade antitumoral.

A presente dissertacdo tem como objetivo explorar as vantagens e desvantagens da
aplicacdo de varinanossistemas na encapsulacdo da quercetina: nanoparticulas proteicas,
nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas, lipossomas, micelas, nanoemulsdes,
nanocristais, ciclodextrinas, dendrimeros, nanoparticulas magnéticas e nanoparticulas de
ouro. Foram descritos varios ensaios, in vitro e in vivo, que comprovam tanto a eficacia
da quercetina como dos nanossistemas e as suas vantagens no tratamento do cancro.

Adicionalmente, explorou-se a possivel toxicidade destes nanossistemas.

Palavras-Chave: atividade antitumoral, fitoquimicos, quercetina, nanossistemas,

toxicidade, local alvo.
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Abstract

Nanotechnology and phytotherapy are promising and expanding areas. These areas have

been increasingly exploited to achieve health outcomes.

In the last few years, cancer has been one of the pathologies more investigated in health,
trying to develop delivery systems of bioactive compounds safer and more effective.
Quercetin is a phytochemical with promising effects in the oncological area because of

its antitumor activity.

The present dissertation aims to explore the advantages and disadvantages of the
application of several nanosystems in quercetin encapsulation: proteic nanoparticles,
polymeric nanoparticles, lipid nanoparticles, liposomes, micelles, nanoemulsions,
nanocrystals, cyclodextrins, dendrimers, magnetic nanoparticles and gold nanoparticles.
Several in vitro and in vivo assays have been described and they have proved both the
action of quercetin and nanosystems and their advantages in the treatment of cancer.

Additionally, the possibility of toxicity of these nanosystems was explored.

Keywords: antitumor activity, phytochemicals, quercetin, nanosystems, toxicity, target
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1. Introducéo

O cancro é uma das doencas que mais afeta a populacdo a nivel mundial, sendo
incontestavel, a continua necessidade de intervencédo e investigacao nesta area (Siegel et
al., 2017).

Na medicina tradicional, os fitoquimicos sdo muito utilizados. Desta forma, nos ultimos
anos tem-se assistido a uma investigacao intensiva sobre a atividade destes fitoquimicos,

avaliando possiveis estratégias para os incluir na medicina moderna (Zubair et al., 2017).

Os fitoquimicos sdo compostos que se encontram facilmente nas plantas comestiveis, na
fruta, nos vegetais e nos grdos (Liu, 2003). Estes compostos sdo extraidos,
maioritariamente, das plantas devido a sua facil obtengdo na natureza. Por este mesmo

motivo, sdo considerados compostos econdémicos.

Alguns estudos demonstram que os fitoquimicos derivados de fontes alimentares sdo,
geralmente, considerados seguros e benéficos (Chien et al., 2009; Gescher et al., 1998;
Gibellini et al., 2011; Huang et al., 2006; Tan et al., 2014; Vijayababu et al., 2006; Wang,
2012; Wei et al., 1994). Quando usados em concentragdes benéficas, podem demonstrar
baixa ou nula toxicidade para os humanos. E de notar que estes estudos tém comprovado
que estas substancias tém eficacia quer no tratamento, quer na prevencao de diversos tipos

de cancro.

Este efeito promissor dos fitoquimicos na area oncoldgica justifica-se em virtude das
propriedades anticancerigenas naturais destes compostos, nomeadamente anti-
inflamatdria, antioxidante, imunomoduladora e especificidade para multiplos processos
cancerigenos (e.g. remocdao de radicais livres de oxigénio, inibicdo de enzimas que ativam
a carcinogenese, interacdo com rectores de estrogénio, sintese de acidos gordos, interagdo

com o ciclo celular) (Nathiya, Durga and Devasena, 2014).

No entanto, os fitoquimicos apresentam também varias limitacdes associadas, entre as
quais se podem citar: baixa solubilidade em meio aquoso; reduzida absorcdo a nivel
intestinal; problemas de estabilidade; elevado peso molecular que dificulta a permeacéo
nas células; rapida eliminacdo; elevada taxa de metabolizagdo, originando produtos

metabolicos inativos. Todas estas caracteristicas resultam em problemas de
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biodisponibilidade oral, a qual é geralmente muito baixa, comprometendo a eficacia dos

fitoquimicos em meio fisiologico (Anand et al., 2007; Xie et al., 2016).

Tal como acontece para a maioria das substancias, a via de administragéo de elei¢do para
os fitoquimicos é a oral, representando a via de entrada mais fisioldgica, baratae comoda.
Desta forma, possibilita que os doentes apresentem autonomia no tratamento. Uma
revisdo da literatura permite concluir relativamente a intensa investigagcdo na procura de
estratégias alternativas que visam aumentar a biodisponibilidade oral, quer de farmacos,
quer dos fitoquimicos. Uma das técnicas utilizadas para ultrapassar algumas destas

limitacGes é a encapsulacdo de compostos bioativos (Reis, 2011).

Algumas das vantagens associadas a encapsulacédo de fitoquimicos incluem (Chuan et al.,
2017; Jahanshasi et al., 2008; Wang, 2014; Burgess and Hickey 2002):

e Aumento da biodisponibilidade;

e Aumento da estabilidade dos compostos, protegendo o material encapsulado da acédo
dos agentes externos (e.g. humidade, luz, temperatura) e evita processos de oxidagédo

e isomerizacao;

e Possibilita o direcionamento do material encapsulado para o local alvo, através do
aperfeicoamento dos processos de permeabilidade e retencdo. Isto €, devido ao seu
tamanho pegueno 0s nanossistemas conseguem penetrar melhor nos tecidos/6rgaos

acumulando-se no local alvo;

e Protege o farmaco de interacfes com outras moléculas, evitando a sua captura pelos
macrofagos e outros 6rgdos que fazem parte do sistema reticuloendotelial (SRE, do
inglés Reticulo-Endothelial System) e garantindo que atinja o local alvo com a

atividade farmacoldgica intacta;
e Mascara caracteristicas organoléticas desagradaveis, nomeadamente o sabor e o odor

e Elimina ou reduz possiveis efeitos secundarios, como do trato gastrintestinal (e.g.

irritacdo géstrica causada por alguns farmacos).

A quercetina é um flavonoide natural que pertence a classe dos polifendis e pode ser

encontrada naturalmente em varios alimento, como: macés, cebolas, bagas, cha, nozes,

2
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sementes, cascas flores, folhas, hortalicas bréssicas, vinho tinto e em algumas plantas
medicinais, como por exemplo, Solanum trilobatum, Ginkgo biloba e Hypercerium
perforatum. (Nathiya, Durga and Devasena, 2014; Wu et al., 2008).

O nome IUPAC (do inglés, International Union of Pure and Applied Chemistry) da
quercetina é 3,3',4',5,7-pentahidroxiflavona (Figura 1) e apresenta 3 anéis planares e 5
grupos hidroxilo. Dois dos anéis sdo benzénicos aromaticos e estdo ligados por um anel

heterociclico, tal como é carateristico dos flavondides (Joshi et al. 2011).

Figura 1: Representacdo esquematica da molécula da quercetina.

Adicionalmente, a quercetina é dos principais constituintes de muitos suplementos
alimentares e de alguns nutracéuticos. Este composto € um potente antioxidante in vitro,
tal como a propria estrutura indica, em virtude do nimero e da posi¢do dos seus grupos -
OH (Figura 1). Esta carateristica principal deve-se a capacidade de quelatacdo de ides
metalicos e inibicdo da atividade das oxidases, bem como, a aptiddo para transportar

hidrogénio e ides (Nathiya, Durga and Devasena, 2014).

Para além da atividade antioxidante bem documentada, a quercetina possui diversas
outras atividades bioldgicas e farmacoldgicas que a tornam um fitoquimico de elei¢éo
(Chien et al., 2009; Gibellini et al., 2011; Huang et al., 2006; Wang et al.,, 2012; Wang
et al., 2016; Wei et al., 1994; Wu et al., 2008) (Tabelal).
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Tabela 1: Atividades da quercetina e estudos realizados.

Atividade
Farmacoldgica e

Biolo6gica

Tipo de Ensaio

Estudo

Referéncias Bibliograficas

Antiviral

In vitro

(1) A quercetina inibiu
a replicacdo do ciclo
do virus Japanese
encephalitis.

(2) A quercetina
apresentou efeitos
inibitorios na
replicacéo do virus da

dengue.

(1)Johari et al., 2012
(2) Zandi et al., 2011

Analgésica

In vivo

DA
quercetinademonstrou
um significante efeito

analgesico quando
testada em ratos
diabéticos.

(2) A quercetina
comprou efeitos
analgésicos em ratos
com o carcinoma

ascitico de Ehrlich .

(1) Narenjka et al., 2011
(2) Campos et al., 2015

Antibacteriana

In vitro

A quercetina inibiu o
crescimento das
bactérias E. coli e S.

aureus.

Wang et al., 2018

Anticancerigena

(1) Invitro

(2) In vivo

(1) Constatou-se que

as micelas de

guercetina mostraram

(1) Zhao et al., 2017.
(2) Kale et al., 2006
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eficacia anticerigena
em células A549 do
cancro do pulméo.
(2) A encapsulagédo
de qurcetina em
ciclodextrinas
demonstrou um efeito
anticancerigeno
quando testado em
ratos com melanoma
B16F10.

Anti-inflamatéria

In vivo

(1) Ficou demonstrada
a atividade anti-
inflamatoria da

quercetina em ratos
com fibrose pulmonar
induzida por
bleomicina.

(2) A quercetina
encapsulada em
microemulsdes provou
ter um efeito anti-
inflamatorio quando
administrado em ratos
com uma inflamagéo
alérgica nas vias

respiratorias.

(1) Baowen et al., 2010
(2) Rogerio et al., 2010

Inducdo da

apoptose

In vitro

Células HepG2 de
hepatoma humano
foram expostas a
diferentes quantidades
de quercetina,
demonstrando-se que

Granado-Serrano et al., 2006




Veiculagdo de fitoquimicos com atividade antitumoral em sistemas nanoestruturados

a quercetina promovia
a apoptose destas

células cancerigenas.

Comprovou-se que as
nanoparticulas de
quercetina protegeram
Antienvelhecimento | In vivo/In vitro a pele de danos Zhu et al. 2016
causados pelos raios
Ultra Violeta B
(UVB).

Demonstrou-se que a
quercetina
encapsulada em
nanoparticulas de
PLGA-TPGS
Imunossupressora In vivo Guan et al. 2016
apresentava uma
atividade
imunossupressora no

crescimento tumoral

no figado do rato.

A capacidade anticancerigena da quercetina relaciona-se com o0s seus diversos
mecanismos de acdo, tal como ilustra a Figura 2 (Ambudkar, 2003; Huang, 2010;
Martinez-Perez, 2014; Nathiya, Durga and Devasena, 2014; Shankar, 2015).
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Figura 2: Mecanismos de acdo da quercetina (adaptado de Martinez-Perez et al.,
2014).

Apesar da quercetina ser um fitoquimico bastante promissor, possui diversas limitacGes
que restringem a sua utilizacdo na pratica clinica. Este composto apresenta 0s mesmos
inconvenientes dos fitoquimicos, mencionados anteriormente, sendo a reduzida
biodisponibilidade oral a principal. Através de estudos farmacocinéticos, confirmou-se
que esta limitacdo resulta da lenta absorc¢do e rapida metabolizacdo da quercetina (Cai et
al., 2013; Chen et al., 2005; Justino et al., 2004).

Na tentativa de ultrapassar alguns destas limitacdes, tém sido desenvolvidas varias
estratégias, sendo uma das mais promissora a sua encapsulacdo em sistemas
nanoestruturados, como por exemplo nanoparticulas lipidicas; nanoparticulas

poliméricas; nanoparticulas proteicas; complexos de inclusdo, como as ciclodextrinas;
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nanocristais; microemulsfes; dendrimeros; lipossomas; nanoparticulas metalicas e

magnéticas e micelas poliméricas.
1.1. Objetivos

Esta dissertacdo tem como objetivo apresentar o estado da arte, através de uma revisao
bibliogréfica, das estratégias desenvolvidas para veicular a quercetina, um fitoquimico
com atividade antitumoral comprovada, em nanossistemas com o objetivo de melhorar a
sua eficacia. Desta forma, sdo apresentados Varios estudos, in vitro e in vivo, da sua
encapsulacdo em VAarios nanossistemas e as vantagens relativamente a atividade

farmacoldgica da quercetina.

Adicionalmente, a dissertacdo explora possiveis estratégias de encapsulacdo para
direcionar os nanossistemas ao local alvo e ainda possiveis efeitos de toxicidade.

Os estudos reportados no presente trabalho permitem concluir que a encapsulacdo de
fitoquimicos em nanossistemas € um estratégio promissora, uma vez que, muitas vezes,
permite melhorar a eficacia destes compostos, repercurtindo-se em eventuais melhorias
em doentes com cancro, nomeadamente possivel cura, melhoria na recuperacdo e

melhoria da qualidade de vida do doente.
1.2. Metodologia

Para alcancar o objetivo proposto, relazou-se uma pesquisa bibliografica, utilizando as
seguintes bases de dados: PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), Google
Académico (http://scholar.google.pt/), o Science Direct (http://www.sciencedirect.com/)

e a b-on (http://www.b-on.pt/).

O intervalo temporal da pesquisa dos artigos relativos ao desenvolvimento de
nanossistemas contendo quercetina foi compreendido entre 2003 e 2018, restringindo a
pesquisa a publicacdes com o artigo completo. Foram também incluidas algumas

informagdes contidas em livros médicos.

Para realizar o estado da arte, a pesquisa baseou-se nas seguintes palavras-chave:

“antitumor activity”, “phytochemicals”, “quercetin”, “nanosystems”, “toxicity”, “target”.
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2. Nanossistemas para veiculacdo da quercetina

Os nanossistemas quando comparados com as formas farmacéuticas convencionais
oferecem diversas vantagens, incluindo (Grobmyer et al., 2015; Silva et al., 2015a,b):
diminuicdo da toxicidade e dos efeitos adversos, protecdo das moléculas, libertacdo das
moléculas no local da acao terapéutica, melhoria na eficacia e um aumento da adeséao a

terapéutica .

Atualmente, existe um grande direcionamento dos estudos para aplicacdo da
nanotecnologia no tratamento do cancro. Diferentes sistemas tém sido desenvolvidos,
quer para diagndstico quer para terapia do cancro, como por exemplo: nanoparticulas
proteicas, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas lipidicas, lipossomas, micelas,
nanoemulsdes, nanocristais, ciclodextrinas, nanoparticulas inorganicas (Grobmyer et al.,
2015). Este capitulo apresenta a descri¢do geral de cada um dos nanossistemas referidos,
bem como, alguns dos estudos da literatura relativos a encapsulacéo da quercetina nestes

nanossistemas, explorando as vantagens para a atividade antitumoral.

2.1. Nanoparticulas proteicas

As nanoparticulas sdo sistemas coloidais solidos com tamanho compreendido entre 10 e
1000 nm (Locharoenkal et al., 2014). As vantagens das nanoparticulas incluem a
possibilidade de controlar o tamanho da particula e a libertacdo do composto bioativo,
com o objetivo de alcancar o local alvo em quantidades terapéuticas através de varias vias
de administracdo (Jahanshasi et al., 2003; Soppimath et al., 2001; Verma e Garg, 2001).
Estes nanossistemas podem ser utilizados para conseguir um aumento do tempo de
circulacdo do farmaco, para melhorar a capacidade de captacdo celular e, ainda, para
protecdo da molécula, facilitando o direcionamento para o local alvo (Andrade et al. 2011;
Cryan, 2005; Gref et al. 1994; Grenha et al. 2008; Oner et al. 2013).

Para o desenvolvimento de nanoparticulas proteicas que apresentem uma eficacia de
encapsulacdo adequada e uma eficiente administracdo do farmaco no organismo é
necessario que o polimero seleccionado seja biocompativel e, preferencialmente,
biodegradavel. A maioria dos péptidos, polipéptidos e proteinas s@&o normalmente

biocompativeis e biodegradaveis (Reis, 2011). As proteinas mais utilizadas para
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desenvolver estas nanoparticulas sdo a albumina, a gelatina, o colagénio, a caseina, as

lectinas e as lipoproteinas (Kreuter, 1994; Reis, 2011).

A preparacdo das nanoparticulas proteicas €, geralmente, feita por processos de
coacervacao/dessolvatacédo e extracdo/emulsificacdo, sendo que 0 processo mais comum
é o de coacervacdo/dessolvatacdo utilizado para preparagdo de nanoparticulas de
albumina (Oner et al., 2013; Wang et al., 2008).

Estas nanoparticulas sdo de manipulagdo simples, permitindo uma facil transposicao a
escala industrial. No entanto, aquando da sua administracdo podem desencadear reacdes
imunoldgicas e inflamatorias e, ainda, podem estar sujeitas a alteracdes devido a
variabilidade das condicdes in vivo (e.g. pH e temperatura). Esta instabilidade in vivo
pode provocar modificacdes na estrutura das nanoparticulas, levando a uma mudanca da
sua biodisponibilidade (Reis, 2011).

2.1.1. Estudos in vitro

A fim de se testar a melhoria das propriedades da quercetina quando encapsulada em
nanoparticulas proteicas foram realizados varios ensaios in vitro, alguns dos quais sdo

explorados de seguida.

Num estudo realizado por Kim et al. (2009) foram preparadas séries de aminoacidos
conjugados com quercetina e foram realizados varios ensaios. O objetivo deste estudo foi
comparar 0s conjugados com um pré-farmaco de quercetina-carbamato de glicina soltvel
em agua (QC12) e com a quercetina livre, a fim de tentar perceber se seria vantajosa esta
associacdo. Foram testados conjugados de lisina, acido glutdmico, monoé&cidos de
fenilalanina, acido aspartico e acido glutamico. Os autores concluiram que a encapsulacéo
da quercetina com os acidos aspartico e glutdmico aumentou significativamente a
solubilidade em agua em relagdo a quercetina livre. A estabilidade em tampéao PBS (do
inglés, Phosphate Buffered Saline) para os conjugados de quercetina (ty2> 17 h) foi maior
que para a QC12 (16,9 h), por outro lado, a encapsulacdo da quercetina com o acido
glutdmico e a lisina demonstrou resisténcia as hidroxilases e, desta forma, um aumento
no seu tempo de semi-vida (180 min.) quando comparada com a QC12 (0,39 h).

Adicionalmente, verificou-se que as conjugacdes da quercetina com o acido aspartico,
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glutdmico e alanina-acido aspartico mostraram um aumento significativo na
permeabilidade quando testada em células Madin—Darby Canine Kidney (MDCK) em
comparacdo com a quercetina livre. Os resultados obtidos neste estudo permitiram
concluir que, comparando as propriedades farmacocinéticas da analise dos conjugados de
quercetina com aminoacidos, verificou-se que o conjugado de quercetina com o acido
glutdmico (QU-E) foi o mais eficaz na melhoria da solubilidade aquosa, estabilidade e
permeabilidade, tal como apresentado na Tabela 2 .

Tabela 2: Solubilidade, estabilidade e permeabilidade da quercetina, QC12 e (QU-E)
(adaptado de Kim et al., 2009).

Quercetina Conjugado de quercetina-
Composto ) QC12 ) )
livre acido glutdmico (QU-E)
Tamanho da Né&o
’ 50 ) 2649
particula (um) determinado
Estabilidade (tu, h)
em tampao PBS - 16,9 >17
buffer
Permeabilidade Né&o
1,0 ) 5,2
(células MDCK) determinado

Num outro estudo, desenvolvido por Fang e seus colaboradores em 2011, o objetivo foi
desenvolver um novo método para encapsular eficazmentecompostos hidrofobos, tal
como a quercetina, utilizando nanoparticulas de Albumina de Soro Bovino (BSA, do
inglés Albumine Serum Bovine). Neste estudo, foram comparadas as capacidades de
ligagéo e libertacdo da quercetina em nanoparticulas de lisozima, mioglobina e BSA
(formadas por processos de reticulagdo “cross-linking”). Verificou-se que aquando da
encapsulacdo da quercetina, as nanoparticulas diminuiam as suas dimensdes, sendo as
nanoparticulas de BSA-quercetina as que apresentaram menor tamanho. Os autores
demonstraram que uma molécula de lisozima tem capacidade de ligacdo a 7 moléculas de

quercetina, uma molécula de mioglobina a 9 de quercetina e uma molécula de BSA a 11
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de quercetina, sendo estas ligacGes estudadas em pH acido e neutro. Adicionalmente,
constatou-se que, quer em pH acido quer em pH neutro, as nanoparticulas de BSA
protegeram a quercetina das reagOes de oxidacdo. O mesmo n&o se verificou para as
nanoparticulas de lisozima e mioglobina. Em suma, as nanoparticulas de BSA
demonstraram uma maior protecdo da atividade antioxidante da quercetina e uma
melhoria nas suas propriedades. Os autores perspectivaram um aumento do tempo de
circulacdo do composto bioativo no organismo e uma potencial eficiéncia no seu

transporte.

2.1.2. Estudos in vivo

Durante a pesquisa bibliografica ndo foram encontrados estudos in vivo relativos de

nanoparticulas proteicas contendo quercetina.

2.2. Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas coloidais constituidos por particulas sélidas,
que podem ser formadas por polimeros naturais (e.g. quitosano, alginato, celulose, acido
hialuronico) ou por polimeros sintéticos/semi-sintéticos biodegradaveis (e.g. poli(acido
latico) (PLA), poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA), poli(e-caprolactona) (PCL)).
Os polimeros naturais sdo sempre os materiais preferiveis porque apresentam menos
incompatibilidades (Ajazuddin et al., 2010; Alexis et al., 2008; Schaffazick et al., 2003).

Estas nanoparticulas apresentam vérias vantagens, nomeadamente (Lee et al., 2007):
capacidade de aumentar a solubilidade das moléculas encapsuladas, reduzir a dose
terapéutica, melhorar a absor¢cdo e permitir uma libertacdo controlada dos
farmacos/compostos bioactivos. A libertacdo controlada deve-se ao facto destes
nanossistemas serem constituidos por uma matriz soélida, fazendo com que formem um

sistema de reservatério (Kumari et al., 2010a).

Existem dois tipos de nanoparticulas poliméricas, que diferem na sua composicdo e

estrutura: as nanocépsulas e as nanoesferas (Figura 3).
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As nanocapsulas sdo constituidas por uma matriz que é revestido por uma involucro
polimérico (Schaffazick et al., 2003). Nestas estruturas, as moléculas a encapsular podem
estar dissolvidas no nucleo (Figura 3-(1)) e/ou adsorvidas na membrana polimérica
(Figura 3-(2)). As nanoesferas sdo formadas por uma matriz polimérica homogénea e as
moléculas estdo retidas (Figura 3-(3)) e/ou adsorvidas na matriz polimérica (Figura 3-(4))
(Ajazuddin et al., 2010; Alexis et al., 2008; Reis et al., 2011; Schaffazick et al., 2003).

o) .1 )

(1)

Parede

limeéri Matriz
olimerica S
P Nanocapsulas Nanoesferas polimérica
Figura 3: Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas (adaptado de

Schaffazick et al., 2003).

Os métodos de producdo mais utilizados neste tipo de nanoparticulas sdo a
nanoprecipitacdo, emulsdo-difusdo e evaporagdo do solvente. O método de evaporagdo
do solvente pode conferir eventual toxicidade, uma vez que sdo utilizados solventes
organicos (e.g. cloroférmio) para dispersdo do lipido, podendo deixar residuos nas
preparacdes (Attama et al., 2012; Kumari et al., 2010b; Masood et al., 2016; Schaffazick
et al., 2003).

2.2.1. Estudos in vitro

Na literatura estdo reportados varios estudos in vitro que testam a veiculagdo da
quercetina em nanoparticulas poliméricas, os quais demonstram uma melhoria das

propriedades da quercetina.

Pool et al. (2012) testaram a encapsulacéo de quercetina e da catequina em nanoparticulas
de PLGA. Este estudo teve como objetivo caraterizar as propriedades fisico-quimicas e
antioxidantes dos compostos quando encapsulados, a sua eficacia de encapsulacéo e as
propriedades de libertacdo in vitro em meios com diferentes pH. As nanoparticulas de

PLGA foram preparadas pelo método de evaporagdo do solvente, obtendo-se
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nanoparticulas com tamanho compreendido entre 385 e 410 nm. As eficiéncias da
encapsulacdo da quercetina e da catequina foram 79% e 76%, respetivamente. A
encapsulagcdo aumentou significativamente a capacidade antioxidante dos compostos,
podendo se justificar pela eficaz eliminacdo dos radicais livres de oxigénio, inibicdo das
reacOes de oxidacdo e das suas propriedades de quelatacdo. No entanto, estas
nanoparticulas demostraram ser dependentes do pH, obtendo melhores resultados para
pH &cido. Contudo, estes autores concluiram ser necessario realizar mais estudos para
demonstrar as carateristicas e vantagens da encapsulacdo em nanoparticulas de PLGA.
Outros autores também encapsularam a quercetina em nanoparticulas de PLGA. Por
exemplo, Song et al. (2008) obtiveram nanoparticulas de PLGA mais pequenas (= 200
nm) e Kumari et al. (2010b) conseguiram uma eficiéncia de encapsulagéo da quercetina
em nanoparticulas de PLGA (> 95%).

Khoei et al. (2012) utilizaram nanoparticulas de copolimero tribloco anfifilico PEG-
polibutadieno-PEG (PEG-PBA-PEG) preparadas pelo método de nano-precipitacao, com
o intuito de melhorar o direcionamento da quercetina para o local alvo, incrementando os
efeitos citotoxicos e genotoxicos em células tumorais. Os autores selecionaram os PEG,
uma vez que nao sao toxicos, ndo provocam reposta imunologica e sdo sollveis em varios
solventes organicos e aquosos. Estas nanoparticulas foram testadas em células da linha
celular DU145 do cancro da préstata. As nanocapsulas apresentaram um tamanho de
62 nm e a encapsulacdo da quercetina nestas nanoparticulas diminuiu significativamente
a proliferacdo celular. Os resultados deste estudo demonstraram que as nanocapsulas de
PEG-PBA-PEG facilitaram a captacdo da quercetina, verificando-se uma supressao da
proliferacdo das células cancerigenas provocada pela toxicidade da quercetina para a linha

celular.
2.2.2. Estudos in vivo

A verificacdo de que a quercetina encapsulada em nanoparticulas poliméricas tem
resultados benéficos para o tratamento do cancro estd documentada em alguns dos estudos

in vivo. .

Sharma et al. (2014) testaram a encapsulacao de quercetina em nanoparticulas de MPEG-
PLA (metoxi-polietilenoglicol-4cido polilatico, do inglés methoxy poly(ethylene glycol)-

poly(lactide)), preparadas pelo método da nano-precipitacdo. Este estudo teve como
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objetivo avaliar a eficacia da atividade anticancerigena e inducdo da apdptose na linha
celular MDA-MB-231 de cancro da mama de um roedor. Os autores reportaram um
aumento da apoptose na linha celular, ocorrendo uma relagdo entre o aumento da
concentracdo da quercetina encapsulada nas nanoparticulas e 0 aumento da apoptose. As
taxas de apoptose foram 22,4; 29,8 e 31,1% quando as células foram tratadas com 3,375;
6,75 ¢ 13,5 pg/ml de quercetina, respetivamente. Foi ainda efetuado um controlo
(nanoparticula sem quercetina) que obteve uma taxa de apoptose de 14,6%.

Num outro estudo, conduzido por Baksi et al. (2018), o objetivo foi desenvolver
nanoparticulas de quitosano contendo quercetina para melhorar as propriedades
anticancerigenas no cancro da mama e do pulmao. Para esta investigacao, os estudos em
células foram realizadas nas seguintes linhas celulares: A549 do cancro do pulmao e
MDA MB 468 do cancro da mama. A encapsulacdo da quercetina aumentou o tamanho
das nanoparticulas (339,37 nm) relativamente as nanoparticulas vazias (577,63 nm) e
promoveu uma dimunuigdo da proliferagdo celulas nas duas linhas testadas. Os estudos
in vivo, realizados em ratos aos quais inocularam as mesmas linhas celulares citadas
anteriormente, revelaram um aumento da eficicia da quercetina quando encapsulada nas
nanoparticulas relativamente a quercetina livre, uma vez que ficou comprovado que as
nanoparticulas promoveram a acumulacdo do farmaco no local alvo (i.e. células
cancerigenas) através do fendmeno “passive targeting”. Estas nanoparticulas
aumentaram a atividade antioxidante da quercetina, aumentando a superoxido dismutase
que induz a morte celular, resultando na reducdo do tumor. Em concluséo, a atividade
antioxidante e antitumoral da quercetina foi melhorada pela sua encapsulacdo nas

nanoparticulas de quitosano.

Guan e seus colaborados (2016) também encapsularam a quercetina em nanoparticulas
poliméricas. O polimero utilizado para a preparacdo destas nanoparticulas foi 0 PLGA,
ao qual foi acoplado o TGPS (succinato de d-a-tocoferol polietileno glicol 1000, do inglés
d-a-tocopheryl polyethylene glycol 1000 succinate), as quais foram preparadas pelo
método de evaporagdo do solvente. Para comprovar a eficicia das nanoparticulas foi
injetada a linha celular HepG2 do carcinoma hepatocelular na veia da cauda de dois
grupos de ratos, enquanto no grupo controlo ndo foi efetuada qualquer administracéo.
Foram utilizados 3 grupos de estudo: um grupo controlo, um grupo tratado com

quercetina encapsulada em nanoparticulas de PLGA (QPN) e um grupo tratado com
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quercetina encapsulada em nanoparticulas de PLGA-TGPS (QPTN). No grupo controlo
ndo se verificou apoptose nem necrose das células e nos grupos de tratamento, QPN e
QPTN, ocorreu um aumento da apoptose, de acordo com a concentragdo de quercetina.
A inibicdo tumoral foi 12,93% superior para o grupo QPTN (59,07%) do que para o
grupo QPN (46,14%). Este estudo demonstrou que as QPTN exibem um maior efeito

supressor do crescimento tumoral do que a quercetina livre.

2.3. Nanoparticulas lipidicas

Este tipo de nanoparticulas apresenta dimensdes compreendidas entre 0,1 e 1000 nm
(Silva et al., 2011) e podem definir-se como dispersdes aquosas compostas por 5-30% de
fase lipidica, um ou dois tensioativos e uma fase aquosa. Os tensioativos devem ser
utilizados para manter a estabilidade da preparacdo e evitar a agregacdo das
nanoparticulas. As nanoparticulas lipidicas foram desenvolvidas no inicio da década de
90 com o intuito de ultrapassar as limitagdes de outros sistemas coloidais (Silva et al.,
2011).

Estas nanoparticulas sdo considerados sistemas bastante promissores, uma vez que
apresentam varias vantagens comparativamente aos sistemas coloidais tradicionais
(Mehnert e Mader, 2001; Muller e Runge, 1998; Wissing et al., 2004):

o elevada estabilidade fisico-quimica, sem necessidade de recorrer a processos de
liofilizacdo ou secagem por atomizacgao;

e estatuto GRAS do inglés “Generally Regarded as Safe”, ou seja, tém reduzida
ou nula toxicidade;

e ndo ha necessidade de utilizacdo de solventes orgénicos, tal como acontece nas
nanoparticulas poliméricas;

e matriz solida a temperatura ambiente, permitindo modular a libertacdo do
material encapsulado;

e Dbaixo custo de produgéo;

e direcionamento para o local-alvo através da modificacdo fisico-quimica da
superficie das nanoparticulas lipidicas. Desta forma, a quantidade de farmaco que

atinge as células cancerigenas € maximizada e a toxicidade sistémica é diminuida.
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Existem dois tipos de nanoparticulas lipidicas: (a) nanoparticulas de lipidos solidos (SLN,
do inglés Solid Lipid Nanoparticle) e (b) vetores lipidicos nanoestruturados (NLC, do

inglés Nanostructured Lipid Nanoparticle) (Figura 4).

(a) (b)

Lipido liquido
+ quercetina

Lipido
solido +

quercetina Lipido solido

Figura 4: Representacdo esquematica das nanoparticulas lipidicas: (1) SLN; (2) NLC

(adaptada de Muller et al., 2000).

As SLN (Figura 4a) séo sistemas coloidais compostos por lipidos ou misturas de lipidos
que séo solidos a temperatura ambiente e corporal. Na maioria das vezes, os lipidos
utilizados séo triglicerideos com elevado grau de pureza, no entanto, também podem ser
utilizados triglicerideos compostos, misturas de triglicerideos, &cidos gordos ou ceras
(Mehnert et al., 2001; Muller et al., 1994). Nas SLN, a matriz lipidica apresenta uma
estrutura cristalina “quase perfeita”. A matriz lipidica é sdlida, revestida por uma camada
de moléculas tensioativas, o que permite modular a libertacdo do material encapsulado e

protegé-lo de forma mais eficiente.

Contudo, as SLN apresentam potenciais desvantagens, nomeadamente (Mehnert et al.,
2001) : insuficiente capacidade de carga do farmaco na matriz lipidica sélida; ocorréncia
de transi¢des polimorficas em funcdo do tempo que podem levar a problemas de
estabilidade e a libertacdo da molécula ativa da matriz do nanossistema e o facto de terem
cerca de 70-90% de &gua na sua composicéo

Para tentar colmatar estas desvantagens, desenvolveram-se 0s NLC. Os NLC (Figura 4b)
diferem das SLN na sua matriz nanoestruturada e resultam da mistura de lipidos liquidos
(6leos) com lipidos soélidos, os quais sdo dispersos numa fase aquosa e estabilizados por

uma camada de tensioativo(s), originando uma estrutura cristalina com varias
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imperfeicdes da matriz lipidica. Estas imperfeicdes na matriz permitem aumentar a

capacidade de encapsulacgdo relativamente as SLN (Santos et al., 2013).

O processo mais comum para produzir as nanoparticulas lipidicas é a homogeneizacao de
alta pressao (HPH, do inglés High Pressure Homogenizer), no entanto também podem
ser preparadas através de outras técnicas, como a sonicacdo, microemulsdo, evaporagdo

do solvente, fluidos supercriticos, extrusdo (Battaglia et al., 2014).
2.3.1. Estudos in vitro

Li et al. (2009) desenvolveram SLN contendo quercetina (Q-SLN) com um tamanho
compreendido entre 20 e 500 nm. Os autores realizaram estudos de absorcao da Q-SLN
nos 4 segmentos do intestino. Os resultados demonstraram que as Q-SLN foram
absorvidas em todos os segmentos. As percentagens de absorcdo de Q-SLN foram:
duodeno (13,00 + 2,41)%, jejuno (17,57 + 1,84) %, ileo (30,44 + 2,21) % e colon (22,03
+ 1,77) %. As nanoparticulas lipidicas encapsulando quercetina demonstraram ser bem
absorvidas a nivel intestinal, destacando-se a sua absor¢do no ileo e no célon. Estes
resultados provam que as SLN podem funcionar como nanossistemas de libertacdo
modificada e sdo promissores no aumento da absor¢édo oral para farmacos pouco soliveis

em agua, como é a quercetina.

Sun et al. (2014) estudaram a encapsulacdo da quercetina em NLC (Q-NLC), sendo
utilizada uma mistura de lipidos. O objetivo deste estudo foi verificar se os Q-NLC
aumentam a solubilidade e estabilidade da quercetina e os efeitos que provoca nas linhas
celulares testadas (MCF-7 e MDA-MB-231 do cancro da mama). Neste estudo, os Q-
NLC, com um diametro aproximadamente de 30 nm, foram preparados com lipidos
biocompativeis e biodegradaveis e apresentaram uma eficiéncia de encapsulacéo de 95%.
Antes da realizagdo do ensaio in vitro foi efetuada a medicéo da estabilidade das Q-NLC
e da quercetina livre numa solucdo de 20% (v/v) de metanol. Foram avaliados os

resultados apds 4 e 24 h de incubagdo:

e incubacdo de 4 horas: degradacgédo de 50% da Q livre e 12% da Q nas Q-NLC ;
e incubacdo de 24 horas: Q livre completamente degradada e a Q nas Q-NLC de
40%.
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Estes resultados comprovam que a estabilidade da quercetina foi melhorada pelos NLC.
Relativamente aos efeitos da quercetina veiculada nos Q-NLC, verificou-se que em
periodos de exposicdo de 24 e 48 horas, a viabilidade das linhas celulares diminuiu para
80% e 64%, respetivamente, observando-se também uma inducdo da apoptose. Os
autores reportaram que os Q-NLC aumentaram a estabilidade, solubilidade e o efeito

anticancerigeno da quercetina.

2.3.2. Estudos in vivo

Nesta seccdo sdo apresentados alguns estudos da administracdo de nanoparticulas

lipidicas contendo quercetina em animais.

Jain et al. (2013) também realizaram um estudo comparativo da encapsulacdo da
quercetina em GeluPearl-SLN (Q-SLN) e GeluPearl-NLC (Q-NLC). Para este estudo, as
nanoparticulas foram preparadas pelo método da microemulsdo, sendo utilizado como
lipido sélido, o Precirol ATO 5 (Distearato de Glicerilo, do inglés Glyceryl Distearate),
como lipido liquido, o Capryol 90 (Monocaprilato de propilenoglicol, do inglés
Propylene glycol monocaprylate) e como surfatante, o Gelucire 50/13 (Stearoyl polyoxyl-
32 glycerides NF) e o Labrafil M1944 CS (Oleoyl polyoxyl-6 glycerides). Os estudos in
vivo foram efetuados em ratos fémeas, aos quais foram inoculadas células da linha celular
B16F10 do melanoma. O tratamento com Q-SLN e Q-NLC demonstrou uma reducao
significativa do volume tumoral quando comparado com o grupo controlo. Em termos de
comparacdo, as Q-SLN demonstraram uma maior eficicia na reducdo do tumor em
relacdo as Q-NLC. Esta maior eficacia por parte das Q-SLN deve-se a sua capacidade de
manter a quercetina mais tempo encapsulada na sua matriz lipidica, tal como verificado
nos ensaios in vitro do mesmo estudo. Como a Q-SLN demonstrou ser a nanoparticula
mais eficaz, foi avaliada a sua capacidade antimetastica, comprovando que possibilitou
uma diminuicdo das metastases no pulméo (p > 0,05) comparado com o grupo controlo.
Com este estudo comprovou-se que a quercetina encapsulada em SLN apresentou

atividades anticancerigena e antimetéastica.

19



Veiculagdo de fitoquimicos com atividade antitumoral em sistemas nanoestruturados

2.4. Lipossomas

Os lipossomas sdo vesiculas esféricas pequenas, que contém uma ou mais bicamadas de
lipidos anfifilicos, geralmente fosfolipidos de origem natural ou sintética, com um
compartimento interno aquoso (Bangham et al., 1965).

De acordo com a sua estrutura, estes sistemas permitem a encapsulacdo quer de
compostos hidrossoluveis, quer de compostos lipossoluveis. Os farmacos hidrossoltveis
sdo encapsulados no compartimento aquoso, enquanto os farmacos lipossoluveis ficam
adsorvidos nas membranas lipidicas (Chorilli et al., 2004; Chorilli et al., 2007; Edwards
and Baeumner, 2006; Raj et al., 2012). Os lipossomas sao biodegradaveis, biocompativeis
e ndo imunogénicos e, por este motivo, sdo de grande interesse na industria farmacéutica
(Edwards, 2006; Sandip et al., 2000; Verma e Garg, 2001)

Os lipossomas séo classificados de acordo com o didmetro e nimero de camadas, que
variam com o método de producdo (Edwards, 2006; Sandip et al., 2000; Verma e Garg,

2001). Os lipossomas mais frequentemente utilizados incluem (Figura 6):

e Vesiculas unilamelares peguenas (SUV, do inglés Small Unilamellar Vesicles)

gue possuem apenas uma camada e tém didametro compreendido entre 0s 20 nm e

0s 100 nm;

e Vesiculas unilamelares grandes (LUV, do inglés Large Unilamellar Vesicles) que

possuem apenas uma camada e tém diametro compreendido entre 0os 100 nm e 0s
800 nm;

e Vesiculas multilamelares grandes (MLV ou MVL, do inglés Multilamelar

Vesicles) que possuem varias camadas e tém diametro compreendido entre os 500

nm e 0s 5000 nm.
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Figura 5: Representacdo esquematica dos tipos de lipossomas mais utilizados
(adaptada de Pandey et al., 2016).

Estes sistemas coloidais apresentam vérias vantagens, nomeadamente (Allen and Culis,
2004): proteger o farmaco/composto bioactivo de condigdes externas (e.g. pH,
temperatura), melhorar a solubilidade dos mesmos em &gua, diminuir a potencial
toxicidade e o tempo necessario de tratamento através do direcionamento do farmaco para
o local alvo. Este direcionamento é conseguido através da acoplacdo de ligantes (e.g.
imunoglobulinas, enzimas e citoquinas) a superficie do lipossoma, que lhe vai conferir
seletividade para acumulacdo no sitio de acdo desejado (Sihorkar, Vyas, 2001; Sapra,
Allen, 2003).

Estes nanossistemas tém demonstrado um aumento da eficdcia no tratamento de doencas
cancerigenas, uma vez que (Cai et al., 2013): aumentam a exposi¢do do tumor ao farmaco
anticancerigeno através do aumento do tempo de circulacdo do farmaco no organismo e
permitem um aumento na permeabilidade e retencdo dos farmacos no tumor, designado

de direcionamento passivo, do inglés passive targeting.

2.4.1. Estudos in vitro

Diversos autores desenvolveram lipossomas para veiculagdo da quercetina, alguns desses

estudos estdo descritos seguidamente.
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Wang et al. (2012) avaliaram a encapsulacdo da quercetina em lipossomas (Q-NL) e

estudaram a sua acdo numa linha celular de glioma C6.

Os lipossomas apresentaram forma esférica com um tamanho compreendido entre 62.3 e
191.5 nm. A linha celular foi incubada com diferentes concentracdes de Q-NL durante 12
horas a fim de se verificar o efeito. A inducdo da apoptose mostrou-se dependente da
concentracédo e observou-se que quando a linha celular foi incubada com concentragdes
de Q-NL de 0,50 e 100 pM ocorreu um aumento significativo da inducdo da
apoptose.Quando, a linha celular foi exposta a concentracbes mais elevadas demonstrou
mesmo a morte celular (necrose). Desta forma, comprovou-se que os Q-NL
aumentaramm o efeito anticancerigeno da quercetina, resultando numa diminui¢do da

viabilidade das células através de inducdo da apoptose e necrose.

2.4.2. Estudos in vivo

Sao varios os autores que desenvolveram estudos in vivo para comprovar a melhoria das

propriedades da quercetina quando encapsuladas em lipossomas.

Yuan et al. (2006) desenvolveram lipossomas de PEG para veicular a quercetina (Q-
PEGL). Foi avaliada a biodistribuicéo lipossomal da quercetina em ratos inoculados com
celulas de diferentes linhas celulares, nomeadamente CT26 do cancro colorectal, células
de Lewis LL/2 do cancro do pulmao e H22 do hepatoma. Foram efetuados 2 estudos: 1)
Os animais foram dividos em grupos e tratados com PEGL (100mg/kg) e com
concentracdes crescentes de Q-PEGL (12,5; 25; 50; 100 e 200 mg/kg); 2) Os animais
foram divididos em 3 grupos distintos com tratamentos diferentes: Q-PEGL (50 mg/kg),
quercetina livre (50 mg/kg) e quercetina livre (50 mg/kg) com PEGL (100 mg/kg). No
estudo 1) o grupo tratado com 12,5 and 25 mg/kg de Q-PEGL demonstrou moderada
inibicdo do crescimento tumoral e o grupo tratado com 100 mg/kg mostrou uma reducéo
significativa das metastases do cancro do pulmao. No estudo 2) verificou-se um aumento
da supressé@o do crescimento tumoral no grupo de animais tratados com Q-PEGL, que
aumentou a eficacia da atividade anticancerigena da quercetina. Em conclusdo, este
estudo demonstrou que os Q-PEGL tém capacidade de aumentar o tempo de circulacéo

da quercetina, sdo eficazes na acumulacdo da quercetina nas células cancerigenas e séo
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eficazes na inibicdo do crescimento tumoral. Resultados semelhantes a este estudo foram

obtidos por Baowen et al. (2010).

2.5. Micelas

As micelas sdo agregados supramoleculares de moléculas anfifilicas, formadas
espontaneamente quando estas moléculas se encontram, em solu¢do aquosa, numa
concentragdo acima da concentracdo micelar critica (Hanna et al., 2005). Os tensioativos
acoplam-se através das suas caudas hidrofobas, originando um nucleo que possibilita a

veiculacdo de compostos hidréfobos .

Existem dois tipos de micelas: as fosfolipidicas e as poliméricas. Estas Gltimas foram
descobertas mais recentemente. As micelas poliméricas sdo formados por polimeros, tal
como o proprio nome indica, e ttm demonstrado bastante promissores como sistemas de

veiculacao.

As micelas poliméricas tém a capacidade de permanecer mais tempo no organismo, uma
vez que conseguem escapar as células do sistema reticuloendotelial, devido ao seu
tamanho reduzido (5nm - 100 nm) (Bromberg, 2008). Sdo constituidas por um ndcleo
contendo um invélucro composto por polimeros hidrofilos, possuem elevada estabilidade

e permitem obter uma libertacdo controlada de diversos farmacos (Bromberg, 2008).

A parte hidrofila destas micelas confere-lhe elevada biocompatibilidade (Nishiyama and
Kataoka, 2006). Outras vantagens associadas a estes nanossistemas incluem (Oerlemans
et al.,, 2010; Dhembre et al., 2011): método de preparacdo simples, eficacia na
encapsulacdo, melhor permeabilidade e direcionamento para o local alvo atraves da

ligacdo de ligandos especificos (e.g. anticorpos, transferrina) a superficie da micela.
2.5.1. Estudos in vitro

Khonkarn et al. (2011) prepararam micelas poliméricas, utilizando dois polimeros,
MPEG750-b-OCL-Bz e mPEG750-b-OCL-Np. As linhas celulares testadas para verificar
o efeito anticancerigeno da quercetina foram: K562 da leucemia e a GLC4 do carciona
do pulmdo. Os autores verificaram que a quercetina encapsulada em micelas de
mPEG750-b-OCL-Bz foi eficaz na inibicdo tumoral das linhas celulares K562 da
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leucemia e GLC4 do cancro do pulmao, apresentado valores de ICso de 10,0 £ 0,1 e 6,8
+ 0,9 pg/ml respetivamente. Através de estudos de citotoxicidade, os autores
comprovaram que a quercetina encapsulada é eficacia na inbigdo das células
cancerigenas, induzindo a paragem do ciclo celular na fase G2/M. Adicionalmente,
verificou-se que as micelas conjugadas com mPEG750-b-OCL aumentam a solubilidade

do farmaco, sendo uma 6tima opg¢éo para o tratamento do cancro.
2.5.2. Estudos in vivo

Tan et al. (2012) utilizaram micelas conjugadas PEG para encapsulacdo da quercetina,
tento este estudo o objetivo de avaliar a eficacia e a atividade anticancerigena dos sistemas
desenvolvidos em duas linhas celulares, A549 do cancro do pulmdo MDA-MB-231 do
cancro da mama, e em ratos inoculados com células da linha celular A549. Para testar a
citotoxicidade das micelas utilizadas diferentes concentragdes de quercetina, sendo a mais
alta de 100 uM. Verificou-se um aumento significativo da atividade anticancerigena quer
in vitro quer in vivo quando a quercetina é encapsulada nas micelas comparativamente a
quercetina livre. As micelas foram bem toleradas pelo modelo animal, ndo provocando
aparentemente toxicidade no epitélio intestinal. Adicionalmente, ndo se verificou uma
perda significativa do peso do animal ap6s um periodo de 10 semanas. Resultados
semelhantes a este estudo foram obtidos por outros investigadores, como por exemplo
Zhao et al. (2017).

Dian et al. (2014) realizaram um estudo in vivo com o objetivo de desenvolver uma
micela. Este estudo utilizou cdes Beagle para confirmar a eficacia das micelas. A
atividade da quercetina encapsulada nas nanomicelas foi comparada com a da quercetina
livre. Para tal, foi administrada por via oral uma dose de 16 mg/kg, quer de quercetina
livre, quer de quercetina encapsulada em micelas. O ty» da quercetina livre foi de 4,94 h,
enquanto o da quercetina encapsulada foi de 10,81 h, confirmando-se um aumento da

biodisponibilidade da quercetina.
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2.6. NanoemulsGes

As nanoemulsdes sdo sistemas heterogéneos constituidos por goticulas uniformes de
tamanho nanomeétrico (20 nm - 200 nm). Estes nanossistemas pertencem a classe dos
coloides liquido-liquido, ou seja, sdo uma dispersdo de dois liquidos imisciveis com uma
fase dispersa e uma fase continua, que podem ser &gua (A) ou 6leo (O) estabilizada por
tensioativos. A fase dispersa e continua determina o tipo da emulsdo que pode ser
Agua/Oleo (A/0) ou Oleo/Agua (O/A).

As nanoemuls6es sdo normalmente transparentes ou transldcidas, tém baixa viscosidade

e baixa estabilidade termodinamica (Keck, Muller, 2006; Solans et al., 2005).

A fase aquosa €, normalmente, constituida por agua ou por uma solugdo tampao e a fase
oleosa € constituido por 6leos de origens diversas. O agente tensioativo é uma das partes
mais importantes, uma vez que reduz a quantidade de energia necessaria para se obterem

as nanoemulsdes (L’alloret et al., 2006).

Para obtencdo das nanoemulsdes, sdo necessarios processos com elevada energia, 0s
quais promovem a rutura das goticulas em goticulas de tamanho nanométrico. Para este
efeito sdo utilizados homogeneizadores de alta pressdo, que utilizam a energia da alta

pressdo, ou sonicadores, que utilizam a energia dos ultrassons.

As nanoemulsfes tém mostrado ser sistema de veiculacdo eficazes, aumentando a
solubilidade e biodisponibilidade de farmacos pouco sollveis. Estes nanossitemas
apresentam a capacidade de solubilizacéo de farmacos/compostos bioactivos quer na fase
aquosa, quer na fase lipidica, possibilidade de producdo e tranposicdo para a escala
industrial e também tém reduzida ou isenta toxicidade (Azuma et al., 2005; Karadag et
al., 2013; Jaiswal et al., 2015).

2.6.1. Estudos in vitro

Arbain et al. (2018) desenvolveram nanoemulsdes (O/A) contendo quercetina para
administracdo pulmonar. Estes autores comprovaram que as nanoemulsdes apresentaram
um perfil de libertagdo modificada, libertando aproximadamente 27% da quercetina ao

fim de 48 horas. . Verificaram também que apos 48 e 72h de incubacéo, e sob o efeito do
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aumento das concentracOes de quercetina, houve uma diminuicdo da viabilidade das
células da linha celular A549 do cancro do pulmao. De acordo com os resultados obtidos
ao longo do trabalho, pode afirmar-se que houve uma eficaz deposi¢do da quercetina no

trato respiratorio.

2.7. Nanocristais

Os nanocristais de farmaco sdo cristais com tamanho inferior a 100 nm (Chen et al.,2011).
Estes nanossistemas apresentam diversas vantagens, nomeadamente (Junghanns, Mller,
2008; Shegokar, Muller, 2011; Sigfridsson):

e aumentam a solubilidade dos farmacos em agua; (Muller et al., 2011);

e sdo de simples formulacdo, o que facilita a transposicao a escala industrial;
e asua producdo é econémica e

e nao necessitam do uso de solventes organicos.

Ao contrario da maioria dos nanossistemas, 0s hanocristais podem ser administrados por
diferentes vias, sendo a administracdo oral a forma preferida pelos doentes (Keck and
Muller, 2006; Yallapu et al., 2012).

As técnicas utilizadas para obtencdo deste tipo de nanoparticulas sdo o “bottom up” e o
“top down” (Keck and Muller, 2006; Muller and Jan, 2006; Patravale, et al., 2004). A
técnica de “bottom up” utiliza métodos de precipitagdo e a técnica de “top down” utiliza

métodos de homogeneizacéo a alta pressao e de moagem com esferas.

Na técnica da moagem com esferas, método mais utilizado na producdo de nanocristais
de farmaco, a camara de moagem é carregada com as esferas de moagem (e.g. esferas de
zirconia), sdo submetidas a uma elevada velocidade, gerando fortes forcas de corte, o que
resulta na desintegracdo do po de farmaco em nanocristais. As caracteristicas dos
nanocristais dependem do numero de esferas usadas, da quantidade de farmaco e

estabilizantes, do tempo de moagem, da velocidade e da temperatura (Chen et al., 2011).
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2.7.1. Estudos in vitro

Lucida et al. (2016) produziram e caraterizaram nanocristais de quercetina, usando
Planetary Ball Mill®. Os nanocristais foram obtidos através do método de moagem de
esferas. Verificou-se um aumento significativo da solubilidade da quercetina quando
encapsulada nos nanocristais - i.e. 18,03 £ 1,53 pug/mL, ap6s moagem de 15 minutos, e
de 20,82 £ 4,42 pg/mL, apds 30 minutos. O aumento da solubilidade foi de cerca de 5
vezes mais apos os 30 minutos de moagem. Quanto ao perfil de dissolucdo, apds 5
minutos, a quercetina livre dissolvida foi de 4,83 £ 1,58% e a dos nanocristais de 32,50 +
0,53%. Ap6s 45 minutos, a percentagem de quercetina livre dissolvida aumentou para

13,42 £ 0,27% e a dos nanocristais de quercetina aumentou para 36,03 = 1,75%.
2.8. Ciclodextrinas

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos obtidos a partir da degradacdo enzimatica
do amido, com forma toroidal. As ciclodextrinas (CD) mais abundantes sdo as a-CD, -

CD e y-CD, que contém, respectivamente, 6, 7 e 8 unidades de glucose (Figura.

o- Ciclodextrina ar R
raeadentma v- Ciclodextrina
Figura 6: Tipos de ciclodextrinas
(adaptado de Gharib et al., 2015).
A ciclodextrina mais utilizada na inddstria farmacéutica ¢ a p-CD, devido a sua
capacidade de complexar com uma elevada variedade de farmacos, ao tamanho da

cavidade e a disponibilidade quer em quantidades abundantes, quer a baixo custo
(Jambhekar and Breen, 2016; Miranda et al., 2011; Sergey and Loftsson, 2013).
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Estas moléculas facilmente formam complexos de inclusdo, o que as torna
particularmente interessantes para veicular compostos. Desta forma, as ciclodextrinas tém
capacidade de interagir com compostos com reduzida solubilidade em agua, uma vez que,
a forma e a geometria carateristica das ciclodextrinas, permitem-lhes ter uma cavidade
interna hidréfoba e uma parte externa hidrofila (Loftsson and Brewster, 1996; Pralhad
and Rajendrakumar, 2004; Szejtli, 1988).

As ciclodextrinas sdo particularmente utilizadas com o objetivo de melhorar a
estabilidade, solubilidade e biodisponibilidade dos farmacos. No entanto, também
melhoram as propriedades organolépticas, evitam incompatibilidades indesejaveis e
reduzem efeitos secundarios e possiveis interacdes (Challa et al., 2006; Szejtli, 1994;
Szente and Szetl, 2004).

Algumas limitacBes destes compostos incluem (Jambhekar and Breen, 2016; Miranda et
al., 2011; Sergey and Loftsson, 2013): capacidade de potenciar as reacdes de hidrolise de
alguns farmacos; baixa solubilidade aquosa; toxicidade; podem complexar moléculas de
impurezas que estejam presentes na formulagdes; alguns derivados das CDs naturais estao

disponiveis em quantidades limitadas, porque sdo sintetizados em laboratdrio.
2.8.1. Estudos in vitro

Num estudo levado a cabo por Wu et al. (2014) foi desenvolvido um complexo de
ciclodextrinas e quantum dots conjungadas com cistamina para explorar a atividade
anticancerigena da quercetina e foram testadas na linha celular HepG2 do carcinoma
hepatocelular. Esta linha celular foi testada com diferentes concentracdes do complexo
de quercetina encapsulada em ciclodextrina com cistamina (Cys-CdTe QDs) (entre O e
110 nmol/L) e quercetina livre (entre 0 e 485 umol/L). A concentracfes de 110 nmol/L
do complexo Cys-CdTe QDs provocou uma diminuicdo significativa da viabilidade
celular, ap6s 24h de exposicdo. Com um tempo de exposicdo maior (48 h e 72h), a
diminuicdo da viabilidade celular foi mais significativa, até mesmo para concentragdoes
mais baixas de quercetina (e.g. com uma concentracdo de 13,8 nmol/L do complexo Cys-
CdTe QDs, por periodos de 48 e 72h, houve uma diminuicdo da viabilidade celular de

25% e 43%, respetivamente). Desta forma, os autores reportaram que o complexo Cys-

CdTe QDs potenciou a acdo anticancerigena da quercetina, uma vez que o complexo
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sem a quercetina encapsulada ndo mostrou efeito de diminuicdo na viabilidade das células

cancerigenas.

2.8.2. Estudos in vivo

No estudo efetuado por Kale et al. (2006) foram utilizados complexos de quercetina com
um derivado das p-ciclodextrinas. Estes complexos foram testados na linha celular de
B16F10 melanoma e foram inoculados na regido abdominal em ratos fémea BDF1. ApGs
inoculacdo do melanoma constatou-se que este cresceu até um tamanho de 1800 mm?®. A
fim de se tentar prever a influéncia da quercetina no tratamento do melanoma, foram
testadas concentracdes de 25 e 50 mg/kg, provocando uma inibigdo do crescimento
tumoral de 90 e 93%, respetivamente. Quando foi testada a inibi¢cdo do crescimento
tumoral com a quercetina encapsulada nas ciclodextrinas, confirmou-se um aumento da

atividade anticancerigena, tal como apresentado na Tabela 3.

Tabela 3: Volume tumoral (mm® a uma concentragdo de quercetina de 50mg/kg
(adaptado de Kale et al., 2006).

_ Quercetina Livre Quercetina no complexo de

Dia Controlo ) )
(50mg/kg) ciclodextrina
9 2,64 £1,55 Né&o Definido Né&o Definido
11 3,88 £2,09 0,78 £ 0,38 0,52 + 0,30
13 24,10 + 22,13 1,80 + 1,27 2,69+1,35
15 238,93 + 14,49 6,99 £511 3,40 £ 2,36
17 827,56 + 38,92 71,90 +19.25 6,91 + 2,38
19 1369 + 82,27 94,34 + 15,92 7,80 1,87
1755,84 +
21 115,98 + 11,59 8,68 + 0,76
98,03
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2.9. Nanoparticulas inorganicas
2.9.1. Nanoparticulas magnéticas

As nanoparticulas magnéticas (MNPs, do inglés Magnetic Nanoparticles) apresentam
tamanhos inferiores a 100 nm e sdo de possivel manipulacdo através de um campo
magnético externo. As MNPs sdo compostas por elementos magnéticos, tais como ferro,

niquel, cobalto e os seus 6xidos (Yu et al., 2013).

Estas nanoparticulas tém sido usadas maioritariamente como agentes de contraste na
imagem de ressonancia magnética. Para além disso, as MNPs também sdo utilizados
como agentes terapéuticos hipertermais e como agentes de veiculacdo, porque sdo de facil
preparacdo, separacdo e tém capacidade de acumulacdo no local alvo (fendmeno de
superparamagnetismo). Por estas propriedades, as MNPs sdo uma boa estratégia para a
terapéutica do cancro (Butter et al., 2005; Chertok et al., 2008; Ren et al., 2014; Yu et
al., 2013).

2.9.1.1. Estudos in vitro

Num estudo realizado por Barreto et al. (2011), foram desenvolvidas nanoparticulas
magnéticas de ides de ferro (FesO4) pelo método de co-precipitacdo com um tamanho
compreendido entre 11,5 e 32,5 nm. Nestas nanoparticulas foi incorporado um
copolimero de 6xido de etileno e oxifeniletileno. A encapsulacdo da quercetina nestes
nanossistemas teve como objetivo direcionar a quercetina para o local alvo. Estas
nanoparticulas magnéticas demonstraram apresentar propriedades superparamagnéticas,
0 que é importante para o direcionamento da quercetina porque o bloqueio capilar por
agregacdes formadas por magnetismo residual vai ser evitado apds remoc¢édo do campo
aplicado. A libertacdo da quercetina das nanoparticulas magnéticas com copolimero
(MQC) demonstraram ser dependente do pH. Para um pH de 7,4 ocorreu uma libertacéo
de 13,5% da quercetina ao final de 48h e de 14,5% apds 96h. Desta forma, e também
devido ao fendomeno de superparamagnetismos, as MQC demonstram ser promissoras no

direcionamento da quercetina para o local alvo (i.e. células cancerigenas).
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2.9.1.2. Estudos in vivo

Estudo in vivo de nanoparticulas magnéticas de quercetina ainda sdo escassos. No entanto,
alguns autores (Najafabadi et al., 2018; Boyer et al., 2010; Yu et al., 2008) chegaram a
conclusdes semelhantes. Estes autores observaram que as nanoparticulas magnéticas séo
seguras porque sdo eliminadas do corpo rapidamente e ndo se acumulam nos 6rgaos
vitais. Adicionalmente, verificaram que estas nanoparticulas sdo uma mais valia para o

tratamento do cancro.

2.9.2. Nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro (AuNPs), também conhecidas como ouro coloidal, fazem parte
das nanopaticulas metalicas, sendo consideradas as mais estaveis deste grupo. Estas
nanoparticulas possuem uma coloracdo vermelha intensa que € proporcionalmente
crescente com o aumento do seu tamanho (Daniel et al., 2004; Malikova et al., 2002; Yeh
etal., 2011).

As nanoparticulas podem ter forma triangular, hexagonal ou esférica. S&o ainda
caraterizadas pela sua capacidade de associacdo a outras nanoparticulas (dendrimeros) e
a metais, formando as designadas nanoshells (Connor et al., 2005; Daniel et al., 2004;
Homberger et al., 2010; Malikova et al., 2002; Lévy et al., 2009). O seu ntcleo é inerte
e ndo sdo tdxicas para as células (Lévy et al., 2009).

A adicdo de ligandos a superficie das AuNPs, assim como, em todos 0s nanossistemas
pretendendo funcionaliza-los, tem como objectivo (Connor et al., 2005; Daniel et al.,
2004; Homberger et al., 2010; Malikova et al., 2002; Lévy et al., 2009): estabelecer uma

maior afinidade para um alvo especifico.

As AuNPs tém sido incorporadas na nanotecnologia devido as suas propiedades unicas e
diversas. Podem ser utilizadas para diagndstico e tratamento do cancro (Bajaj et al., 2009;
Ghosh et al., 2008a,b; El-Sayed et al., 2005).
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2.9.2.1. Estudos in vivo

Com o objetivo de se comprovar as teorias estudadas, foram elaborados estudos in vivo
que mostram a benéfica utilizacdo das nanoparticulas de ouro contendo quercetina, no

tratamento do cancro.

Para o estudo realizado por Balakrishnan et al. (2016), foram encapsuladas moléculas de
quercetina em nanoparticulas de ouro e foram inoculadas as seguintes linhas celulares
MCF- 7 e MDA- MB- 231 do cancro da mama em ratos fémeas Sprague- Dawley. Com
0 objetivo de se verificar a eficacia anticancerigena, os animais foram dividos em 4 grupos

e foram testados as varias formulacgdes:

e Grupo 1: grupo controlo;

e Grupo 2: animais tratados com nanoparticulas de ouro livre;

e Grupo3: animais com cancro da mama tratados com quercetina livre e

e Grupo 4: animais com cancro da mama tratados com nanoparticulas de ouro com

quercetina.

Quer para a linha celular MCF-7 quer para a MDA-MB-231 houve uma maior inibicdo
das células cancerigenas quando os animais foram tratados com nanoparticulas de ouro

com quercetina, sendo tanto maior a inibigdo conforme a concentragéo da quercetina.

N&o obstante, Chen et al. 2008 verificaram que as nanoparticulas de ouro tém boa
biocompatibilidade com as células humanas e ndo foi observada qualquer toxicidade em
animais. Com o ensaio in vivo realizado por este autor, observou-se uma melhoria no
direcionamento do farmaco para o local alvo e, consequente, acumulagdo nas células
cancerigenas. Estes resultados demonstram o papel promissor destas nanoparticulas como
sistemas de veiculagdo de agentes com atividade anticancerigena, como é o caso da

quercetina.
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3. Toxicidade

A avaliacdo da toxicidade dos nanossistemas é feita através de estudos de toxicidade in
vitro e in vivo. Os nanossistemas podem provocar diversos efeitos adversos ao ser

humano, os quais estdo especificados na Tabela 4.

Os nanossistemas podem causar toxicidade para os humanos, quando passam para a
corrente sanguinea. A citotoxicidade e genotoxicidade que causam, tem que ver com: 0
tamanho, a composi¢do quimica, a forma, a capacidade agregacao, a solubilidade e com

a complexacao com grupos funcionais ou quimicos (Shinde et al., 2012).

O primeiro mecanismo de toxicidade acontece quando 0s nanossistemas interagem
diretamente como os cromossomas ou 0 DNA. Os nanossistemas tém capacidade de
permear através dos poros durante a mitose e pode causar perturbacdes na replicacao e
transcricdo do RNA (Schins and Knaapen 2007; Siegrist, K. et al., 2014).

O segundo mecanismao de toxicidade tem a ver com o facto de se envolverem na producgéo
de ROS e radicais livres, que pode levar a inflamagé&o, stress oxidativo e, desta forma
provocar danos nas membranas, proteinas e DNA. Quanto menor o tamanho da particula,
maior é a sua superficie especifica e, consequentemente, maior € a sua atividade bioldgica
e reatividade quimica, sendo mais facil a sua permeacdo ao nivel das
membranas(Chakraborty et al. 2011; Yang et al., 2010).

Tabela 4: Efeitos da toxicidade das nanoparticulas (adaptada Nel et al., 2006).

Efeito no nanossistemas Efeito no Ser Humano
Stress oxidativo Distarbio mitocondrial e inflamacéo
Disfuncgéo no sistema endotelial Acidente Vascular Cerebral, Trombose
Danos no DNA Carcinogénese, mutagénese, metaplasia
Espécies reativas de oxigénio Danos nas proteinas
Inflamacao Infiltracdo de células inflamatérias nos
tecidos, fibrose
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Captura pelo sistema reticuloendotelial

Efeitos assintométicos no figado, baco e
nodulos e possibilidade de aumento de
orgéo ou disfuncéo.

Isto deve-se ao facto do SRE ser
constituido por células fagocitéarias e
ocorrendo alguma interagdo com as
nanoparticulas pode ser iniciada uma

resposta imunitaria.

Alteracdes no ciclo celular

Proliferacdo celular

Disturbio nos fagdcitos

Inflamacdo cronica, interferéncia na

eliminacdo de agentes infeciosos

DistUrbio mitocondrial

Danos na membrana interna, mudancas

na permeabilidade.

Os estudos de toxicidade in vivo sdo demorados e envolvem questdes éticas com o uso de

animais. Neste contexto, 0s ensaios in vitro sdo utilizados com mais frequéncia pela

maioria dos investigadores. Os ensaios in vitro sdo mais rapidos, convenientes, menos

dispendiosos e acima de tudo ndo envolvem quaisquer questdes éticas. No entanto, a

realizacdo de ensaios in vivo € indispensavel, uma vez que para o estudo de algumas

propriedades é necessario que as células a ser estudadas mantenham as suas atividades

vitais (Dhawan and Sharma, 2010).
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4. Conclusao

A fitoterapia € uma pratica terapéutica utilizada desde os tempos mais antigos. Nos
ultimos anos, tem sido verificado um interesse acrescido por esta &rea, uma vez que tem
demonstrado ser eficaz no tratamento de varias doencas. Nesta dissertacdo ficaram
comprovadas as potenciais propriedades benéficas da quercetina quando incorporada em

nanossistemas, assim como a sua utilizagdo no tratamento do cancro.

A nanotecnologia é uma area em expansao e tem-se verificado a sua aplicacdo na area da
medicina. O desenvolvimento de nanossistemas tem explorado inimeras alternativas no
tratamento de doencas, assim como no aumento da eficacia de diversos farmacos,

especificamente da quercetina.

Sendo o cancro e o seu tratamento uma das maiores preocupagdes dos tempos atuais, 0s

estudos dos nanossistemas tém sido direcionados para esta area.

Ao longo da dissertacdo foram descritos varios estudos, realizados por diferentes autores
e elaborados através de diferentes metodologias, de diferentes nanossistemas de que
mostraram ser uma mais valia para a potenciacdo da acdo da quercetina e do seu

direcionamento para os locais alvo.

As carateristicas antioxidantes, antiproliferativas e anticancerigenas da quercetina foram
potenciadas quando encapsulada nos nanossistemas, verificando-se uma melhoria na

eficacia e seguranca, nomeadamente diminuicao da toxicidade e dos efeitos adversos.
Estes resultados foram verificados através de confirmacéo in vitro ou in vivo.

Nesta dissertacdo, a maior dificuldade foi encontrar ensaios in vitro e in vivo especificos
para 0 cancro, que comprovassem ao mesmo tempo as vantagens da quercetina e dos

nanossistemas.
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