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Abstract:  Preparation  and  evaluation  of  a  non‐invasive  intranasal  luteolin  delivery  for  the 

management of cognitive dysfunction in Alzheimer’s disease (AD) using novel chitosan decorated 

nanoparticles.  Development  of  luteolin‐loaded  chitosomes  was  followed  by  full  in  vitro 

characterization. In vivo efficacy was evaluated using a sporadic Alzheimer’s disease (SAD) animal 

model via intracerebroventricular injection of 3 mg/kg streptozotocin (ICV‐STZ). Treatment groups 

of luteolin suspension and chitosomes (50 mg/kg) were then intranasally administered after 5 h of 

ICV‐STZ  followed by everyday administration  for 21 consecutive days. Behavioral, histological, 

immunohistochemical, and biochemical  studies were  conducted. Chitosomes yielded promising 

quality attributes in terms of particle size (PS) (412.8 ± 3.28 nm), polydispersity index (PDI) (0.378 ± 

0.07), Zeta potential  (ZP)  (37.4  ±  2.13 mv),  and percentage  entrapment  efficiency  (EE%)  (86.6  ± 

2.05%). Behavioral findings showed obvious improvement in the acquisition of short‐term and long‐

term spatial memory. Furthermore, histological evaluation revealed an increased neuronal survival 

rate with a  reduction  in  the number of amyloid plaques. Biochemical  results showed  improved 

antioxidant effects and reduced pro‐inflammatory mediators’ levels. In addition, a suppression by 

half was observed  in  the  levels of both Aβ aggregation and hyperphosphorylated‐tau protein  in 

comparison to the model control group which in turn confirmed the capability of luteolin‐loaded 

chitosomes (LUT‐CHS) in attenuating the pathological changes of AD. The prepared nanoparticles 

are considered a promising safe, effective, and non‐invasive nanodelivery system  that  improves 

cognitive function in SAD albino mice as opposed to luteolin suspension. 
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1. Introduction 

Alzheimer’s disease  (AD)  is often  characterized by  the advanced deterioration of 

cognition and memory, and it accounts more than 60% of most dementia cases. The most 

common form of AD among the elderly is the Sporadic Alzheimer’s disease (SAD) [1,2]. 

The presence of oxidative stress markers is one of the earliest changes that occurs in AD 

brains.  Then,  it  proceeds  to  accumulate  neurofibrillary  tangles  and  consequently,  the 

appearance of amyloid deposits. In AD brains, the tau proteins and solid amyloid‐β (Aβ) 

assemble into amyloid‐like filaments called tangles and plaques, respectively [3]. To date, 

the pharmacological management of AD has been limited to medications or supplements, 

which have not been proven to decrease AD risk [4]. Unfortunately, currently available 

treatments for AD that are approved by the Food and Drug Administration (FDA) only 

offer symptomatic relief and are not able to delay or cure the disease. This involves the 

use of cholinesterase inhibitors such as galantamine, donepezil, tacrine, and rivastigmine. 

Recently, it was hypothesized that antioxidants may be useful for the treatment of various 

memory‐related diseases. Nevertheless,  there  is a need  for advanced, highly  tolerated, 

and more efficacious treatments [4]. 

Phytotherapeutics  recently  gained  an  enormous  popularity  because  they  often 

exhibit  reduced  toxicity  and  diverse  therapeutic  efficacies.  Luteolin  (LUT) 

(Supplementary Figure S1) is a naturally occurring, yellow crystalline flavonoid found in 

various types of vegetables and fruits.  It  is a microcrystalline powder  that  is sparingly 

soluble in water and in organic solvents. LUT is regarded as one of the most important 

bioactive flavonoids with potential pharmaceutical applications [5]. In traditional Chinese 

remedies,  LUT‐rich  plants  have  been  used  for  treating  various  diseases,  such  as 

inflammatory disorders, hypertension, and cancer. In the last two decades, studies on LUT 

have revealed its therapeutic potential in reducing AD symptoms in many in vitro and in 

vivo  study models.  The  neuroprotective  effect  of  luteolin  has  been  attributed  to  its 

antioxidant and anti‐inflammatory properties through modulation of transcription factors 

and  inhibition  of  various  protein  kinases  [6,7]. Nevertheless,  LUT  suffers  from  some 

drawbacks such as poor solubility in water, extensive first‐pass metabolism, and a low 

oral bioavailability. In addition, it was also found to exhibit low permeability through the 

blood–brain  barrier  (BBB),  which  then  inhibits  an  effective  and  sustained  drug 

concentration at the target organ [8,9]. 

Over the past years, various tactics have been developed to improve LUT solubility 

and hence the dissolution rate [10]. These include salt formation, prodrug analogs, nano‐

solubilization through particle size reduction (e.g., nanosuspension, and nanoemulsion) 

[11] and complex solubilization (e.g., use of surfactants, phospholipids, and cyclodextrins) 

[5,12–14]. 

Many challenges exist that hamper drug targeting to the brain through either non‐

invasive enteral or invasive parenteral routes of administration [15]. Therefore, exploiting 

the  intranasal  route  offers  many  advantages  over  both  oral  and  parenteral  routes 

including non‐invasiveness, no need for sterile preparation, self‐patient administration, 

shorter onset of action, and higher brain exposure by circumventing the intestinal/hepatic 

first‐pass metabolism and bypassing the BBB [4,15–17]. Consequently, the intranasal route 

represents a promising route for direct non‐invasive brain delivery, especially for diseases 

that require chronic treatment, such as AD. Nevertheless, some limitations may hamper 

efficiency in drug delivery, such as limited absorption capacity (maximum of 1% of the 

oral dose)  [15]. Besides,  the  solubility of  the drug  at  such  a  small dose volume  is  an 

important requirement. In addition, the rapid clearance rate inside the nasal cavity lessens 

the time needed for drug dissolution before being absorbed [4,16]. Therefore, there is a 

need  to  encapsulate  the drug  inside  the nanocarrier which possesses  a mucoadhesive 

property. 

Liposomes have been widely used as a drug delivery system  for  improving drug 

efficacy  and  eliminating  drug‐related  toxicity  or  undesirable  effects.  However, 

conventional  liposomes encounter many challenges associated with poor physical and 
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chemical  stability,  loss  of  encapsulated  cargo,  and  rapid  elimination  from  blood 

circulation [18]. 

Surface  modification  of  liposomes  using  versatile  functional  biopolymers  has 

emerged as an attractive strategy to overcome these drawbacks [19]. 

Chitosan  is  a  linear  natural  cationic  polysaccharide  frequently  used  as  a  coating 

material for liposomes [20]. 

At acidic pH, chitosan possesses a high density of positive charge due to the presence 

of amino groups, thus, it can bind to the anionic liposomes forming chitosan‐decorated 

liposomes  (chitosomes). Chitosomes possess good mucoadhesive property,  enabling  a 

prolonged retention time for the encapsulated bioactive compounds in the nasal mucosa 

due  to  the electrostatic  interactions with  the negatively charged endothelial surface of 

mucous membranes. It absorbs water from the surrounding mucus and swells, leading to 

the  formation of a gel‐like  structure  that  is  expected  to  remain  in  the nasal  cavity  for 

prolonged  periods  of  time  surmounting  the  mucociliary  clearance  and  leading  to 

improved drug absorption from nasal mucosa [21]. 

In addition, it exhibits good biocompatibility and biodegradability which affects its 

bioactivity on  the blood–brain barrier at the molecular  level, which  is advantageous  in 

therapies  for neurological disorders  [19–22].  Its hydrophilic nature makes  it useful  for 

biomedical applications with enhanced permeation effects [21,22]. 

Accordingly, the poor water solubility, poor membrane permeability, and the first‐

pass  effect  of  the  polyphenolic  luteolin  may  be  circumvented  through  the  use  of 

chitosomes that serve as a promising approach for drug delivery. This present study is the 

first to evaluate brain targeting of luteolin via intranasal chitosomes through the olfactory 

mucosa. The ultimate goal  is  to enhance  luteolin‐brain uptake while attaining a  rapid 

onset of activity and efficacy at lower doses. 

2. Materials and Methods 

Lipoid® S100 (l‐α‐phosphatidylcholine) (MW = 786.1 g/mol) and phosphatidylserine 

(MW  =385.304  g/mol)  were  purchased  from  Lipoid  AG  (Ludwigshafen,  Germany) 

(Cholesterol was a kind gift from The Nile for Pharmaceuticals and Chemical Industries 

(Cairo, Egypt)  (MW = 386.654 g/mol). Oleic acid  (MW = 282.47 g/mol),  luteolin  (≥98% 

HPLC) was purchased from Baoji Guokang Bio‐Technology Co., Ltd. China, and chitosan 

(ChitoClearTM) was purchased from the Primex BioChemicals AS (Avaldsnes, Norway) 

(low MW, 50,000–190,000 Da). Streptozotocin (STZ) was purchased from Sigma–Aldrich 

(St. Louis, MO, USA) catalog number (S0130). Other chemicals and reagents that are not 

previously  specified were obtained  from  Sigma–Aldrich Chemical Co  (St. Louis, MO, 

USA). 

2.1. Preparation of Chitosomes (Chitosan‐Coated Anionic Liposomes) (CS‐NPs) 

Anionic liposomes were first prepared by the previously reported ethanol injection 

method with some modification [23,24]. Six formulations were established to develop and 

optimize  luteolin‐loaded  chitosomes,  as  presented  in  Table  1.  These  included  empty 

anionic  liposomes  (F1),  varying  luteolin  loads  (F2–F3),  and  different  chitosan 

concentrations  (F4–F6).  Phosphatidylcholine  (PC)  (Lipoid  S100),  cholesterol,  and 

phosphatidylserine  in  a  7.5:1.5:6.7,  respectively,  were  dissolved  in  1.5  mL  absolute 

ethanol. The phospholipids dissolved in ethanol were added dropwise with a syringe to 

5 mL of 0.1 M acetate buffer (pH 4.4) while stirring magnetically at 800 rpm for 1 h at room 

temperature 25 °C. The empty liposomal suspension (F1) was stored at 4 °C overnight for 

stabilization. For the LUT loading step, different luteolin concentrations were evaluated 

(20 mg% (w/v) (F2) and 40 mg% (F3) (w/v)) by dissolving in the ethanolic solution of the 

phospholipids before the addition to the aqueous medium [25]. The chitosan coating was 

prepared by titration method as follows: 100 mg% (w/v) chitosan solution was prepared 

by dissolving  in  0.1 M  acetate buffer  (pH  4.4) under vigorous  stirring overnight  [26]. 

Varying concentrations were added dropwise  to a constant volume of  liposomes with 
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moderate magnetic stirring (500 rpm) at room temperature (F4, F5, and F6). Stirring was 

maintained at room temperature 25 °C for 1 h, and the formulations were stored overnight 

in a refrigerator to equilibrate [27]. 

Table 1. The composition of various formulations of empty and Luteolin‐loaded anionic liposomes, 

and chitosan coated liposomes (Chitosomes) prepared by ethanol injection method. 

Ingredients (%w/v)  F1  F2  F3  F4  F5  F6 

Phosphatidyl choline  0.5  0.5  0.5  0.5  0.5  0.5 

Cholesterol  25  25  25  25  25  25 

Phosphatidyl serine  3  3  3  3  3  3 

Luteolin  ‐‐‐‐‐  20 a  40 b  20  20  20 

Chitosan  ‐‐‐‐‐  ‐‐‐‐‐  ‐‐‐‐‐  2  4  8 
a Luteolin dose equivalent to 50 mg/kg. b Luteolin dose equivalent to 100 mg/kg 

2.2. Physicochemical Characterization of CS‐NPs 

2.2.1. Particle size, Zetapotential, and Polydispersity Index Measurement 

Particle  size  (PS)  and  ζ‐potential  (ZP)  analysis  were  determined  using  photon 

correlation spectroscopic technique using Malvern Zetasizer ZS using a dynamic  light‐

scattering  particle  size  analyzer  (Malvern  Instruments  Ltd.,  Malvern,  UK).  Vesicle 

dispersions were diluted with water to an appropriate scattering intensity at 25 °C and at 

an angle of 173° and sonicated for 5–10 min prior to examination. For particle size analysis, 

samples were placed in square glass cuvettes, while those for ZP were placed in ζ‐cells. 

Measurements were  done  in  triplicate,  and  the  values were  recorded  as  the mean  ± 

standard error of the mean (SD). 

2.2.2. Determination of Entrapment Efficiency (EE%) 

Ultrafiltration technique was used in determining entrapment efficiency (EE) of LUT 

using Centrisart® (MWCO 100,000; Sartorius ,California , USA) [28]. Luteolin‐chitosomes 

(2.5 mL) were placed  in  the outer  tube  then centrifuged  for 15 min at 4000 rpm. After 

centrifugation, the free unentrapped LUT was collected from the inner tube and measured 

spectrophotometrically  at  λmax  350  nm  (Shimadzu  UV  spectrophotometer,  2401/PC; 

Shimadzu Corporation, Kyoto,  Japan). All measurements were done  in  triplicates and 

%EE was calculated according to the following equation (Equation (1)) [4,29]: 

EE% = 
  

 
∗ 100    (1)

2.2.3. Transmission Electron Microscopy 

The morphology  of  the  prepared  blank  or  drug‐loaded NPs was  determined  by 

transmission electron microscopy (TEM). A drop of sample was placed on a carbon coated 

grid and left for 1 min to allow adherence on the carbon substrate. Following that, samples 

were  stained  with  a  saturated  solution  of  uranyl  acetate  for  30  s  preceding  the 

microscopical examination [22]. 

2.2.4. In Vitro Release Study 

In vitro release studies were conducted using dialysis bags (ViskingR 36/32, 28 mm, 

MWCO 12,000–14,000; Serva, Heidelberg, Germany) [30]. LUT was accurately weighed to 

obtain a concentration equivalent to 0.2 mg/mL. One milliliter of the preparations (LUT 

suspension, LUT‐ loaded anionic liposomes, and LUT‐CHS) was added to dialysis bags. 

The release medium (50 mL) consisting of PBS (pH 6.4) containing 0.5% Tween‐80 was 

stirred  continuously  at  100  rpm  at  37  °C  [31–34].  Following  that,  one milliliter  of  the 

release medium was withdrawn at fixed time intervals (0.25, 0.5, 1, 3, 6, 10, and 24 h) and 
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replaced with fresh medium to attain sink conditions. LUT concentration was measured 

spectrophotometrically at 350 nm in triplicate [5]. 

2.2.5. Release Kinetics of Chitosan Nanoparticles 

Release  profiles  from  the  in  vitro  release  studies were  also  examined  for  release 

kinetics using the DDSolver software program. Six popular and important criteria were 

determined  such  as:  adjusted  coefficient  of  determination  (Rsqr_adj), Mean  standard 

Error (MSE), n (release exponent), Model Selection Criterion (MSC), and β (an indicator 

of the mechanism of transport of a drug through the polymer matrix). The highest MSC 

and R2 adjusted values were used for evaluating Higuchi, Hixson‐Crowell, Korsmeyer‐

Peppas, and Weibull models [35]. 

2.2.6. Stability Study 

Optimized selected LUT‐CHS formulation was stored in amber glass bottles at 4 °C 

and stability was inspected over a period of 6 months. Samples were investigated for PS, 

PDI, ZP, and entrapment efficiency [36]. Besides, visual examinations were carried out 

regularly to detect any signs of physical instability, such as precipitation, aggregations, or 

separation. 

2.2.7. In Vitro Mucoadhesion Test 

Mucoadhesion  testing  was  assessed  by  the  mucin‐particle  method  through 

measuring the changes in ZP [21,37]. Equal volumes (5 mL) of both the optimized NPs 

dispersion and the freshly prepared mucin solution (1%) were mixed and vortexed for 1 

min. Following that, the ZP of the mucin solution, NPs dispersion, and the mixture was 

determined using zetasizer. Results were the mean values of three runs. 

2.3. In Vivo Studies 

2.3.1. Animals 

Animal experiments were performed according to approval and ethical guidelines of 

Animal Care and Use Committee of Cairo University (CU‐IACUC) (Permit Number: CU‐

II‐F‐4‐22) which complies with  the Guide  for  the Care and Use of Laboratory Animals 

published by  the US National  Institutes of Health  (NIH Publication No. 85‐23, revised 

2011). Adult Swiss Albino male mice (18–22 g) were collected from the animal house of 

the National Research Center, Cairo, Egypt. Animals were allowed to adapt for at least 1 

week before the experiment started. Four to five mice per cage were kept under humidity 

and temperature controlled conditions with a 12‐h light/dark cycle and free access to food 

and water. All efforts were made to minimize animal discomfort and suffering. 

2.3.2. Induction of Sporadic Alzheimer’s Disease (SAD) 

Intracerebroventricular (ICV) injection of STZ, as first described by Pelleymounter et 

al. and modified by Warnock, was performed in this study for cerebral vein penetration 

avoidance  [23–25]. Mice were anesthetized with  i.p.  thiopental  (50 mg/kg)[38], and  the 

head of the mouse was stabilized using downward pressure above the ears. The needle 

was  inserted directly  through  the  skin  and  skull  into  the  lateral ventricle, which was 

targeted by visualizing an equilateral triangle between the eyes and the center of the skull 

to locate the bregma. This allowed the needle to be inserted at the following coordinates 

from the bregma: 1 mm mediolateral, −0.1 mm anteroposterior, and −3 mm dorsoventral. 

The mice behaved normally approximately 1 min following the injection. 

2.3.3. Experimental Design 

Mahagan HS  et  al.  and  Elkarray  S M  et  al.  [39,40]  reported  that  the  dose  to  be 

administered nasally is often 2 to 10 times lower than the oral doses. Therefore, the nasal 

LUT dose is 5 mg/kg which is equivalent to 50 mg/kg LUT orally .The mice were randomly 
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divided into four groups (8 mice/group). Group I: mice received an ICV injection of saline 

once and an intranasal saline injection for 21 successive days which served as a normal 

control group. Group II: mice received streptozotocin (STZ) (3 mg/kg, ICV) once which 

served  as  an  SAD model. Group  III: mice  received  STZ  (3 mg/kg,  ICV)  followed  by 

intranasal administration of 100 μL in each nostril (0.02 mg LUT) luteolin suspension in 

saline (2 mg/kg/day) after 5 h and then every day for 21 successive days [4,41]. Finally, the 

same protocol was applied to Group IV in which the mice received STZ (3 mg/kg, ICV), 

followed  by  100  μL  luteolin‐chitosomes  (0.02 mg  LUT)  equivalent  to  (2 mg/kg/  day) 

administered  intranasally after 5 h and then every day for 21 consecutive days [3,4] as 

shown in Figure 1. 

 

Figure 1. A schematic representation for the experimental design. 

2.3.4. Intranasal Administration 

Intranasal  formulations were administered by dropping a single daily dose of  the 

formulation  until  the  21st  day  using  a  tube made  of  polyethylene  and  attached  to  a 

micropipette which was inserted approximately 3 mm into nostril of the mouse without 

anesthesia. The volume of the  intranasal administration was 100 μL, and the drug was 

administered  into  the  right and  left nostrils. During and  for 20 s after  the nasal drop, 

animals were maintained  in a supine position  to allow  the drug  to reach  the olfactory 

region or the upper part of the nasal cavity where it would have direct access to the brain 

[10]. Each experiment was carefully performed at  the same period of  the day  to avoid 

deviations in animal’s behavior [4]. 

2.3.5. Behavioral Assessment 

Y‐Maze 

The spontaneous alternation behavior in the Y‐maze task was used as a measure to 

evaluate short‐term memory [42]. The apparatus used in the current study consisted of 

three metallic arms that formed a Y‐shaped maze. Each arm was 35 cm long, 10 cm wide, 

and  25  cm  high  in  dimensions  and  extended  120°  from  the  center  of  the  platform. 

Typically, normal mice prefer to explore the new arm of the maze rather than a previously 

used one. The investigation was then performed on two successive days. On the 1st day 

of  training, each mouse was placed at  the platform center and allowed  to move  freely 

through the maze for 8 min. On the test day, during the 8‐min session, the sequence of 

arms each mouse entered was recorded. The maze was cleaned by ethanol  (70%) after 

every mouse  and  also during  each  session,  to  remove  any  olfactory  cues,  and hence, 

reduce  any  errors  in  the  observations.  An  actual  alternation  was  determined  as 

consecutive entries  into all  three arms, known as overlapping  triplet sets. The possible 

alternations were determined as  the  total number of entries  to arm. The percentage of 

spontaneous alternation behavior was then calculated using the following equation [41]: 
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% spontaneous alternation  
 

     
∗ 100    (2)

Morris Water Maze (MWM) 

The Morris water maze (MWM) measures the visuospatial memory and the learning 

capability of  animals  [43]. The  apparatus used  in  the  current  test  consisted of  a  large 

circular stainless‐steel pool that was half‐filled with water adjusted at room temperature 

25 °C with dimensions of 150 cm in diameter and 60 cm in height [41]. Two threads were 

placed perpendicular to one another, dividing the pool into four quadrants. A submerged 

black platform with dimensions of 10 cm in width and 28 cm in height was placed 2 cm 

below the water surface inside the targeted quadrant of the pool. The platform location 

was kept persistent during the test. In order to make the platform invisible, the water was 

rendered opaque by adding non‐toxic purple colored dye. It was supposed that normal 

animals would learn to quickly swim towards the platform directly, and hence consume 

a shorter time. The procedure was carried out on five consecutive days [44]. On the first 4 

days of the test, each mouse was trained to escape and climb onto the hidden platform (2 

consecutive trials per day × 4 days), with a gap  interval of 15 min at  least between the 

trials. For each trial, the maximum time allowed was set to be 60 s. If the mouse was able 

to locate the hidden platform throughout the selected 60 s, it further remained there for 

extra 20 s before being removed. However, if the mouse failed to find the hidden platform 

during  the designated  time,  it was  gently directed  onto  the  platform  and  allowed  to 

remain there for 20 s. Then, the mean escape latency (MEL) time was determined as the 

required time  for each mouse  to  locate  the hidden platform.  It was determined during 

each  of  the  trials  over  the  four  days  of  the  test.  In  addition,  it was measured  as  an 

acquisition or learning index [45]. On the fifth day, the mice were undergoing a session of 

probe‐trial where the platform was removed from the pool, then each mouse was allowed 

for 60 s to explore the pool. The index of retrieval or memory was finally recorded as the 

time  that  each mouse  spent  in  the  target  quadrant, where  the  hidden  platform was 

formerly located [46]. 

2.3.6. Histopathology 

Brain  tissues  from mice  in  different  groups were  collected  and  fixed  using  10% 

formalin. Paraffin‐embedded tissue blocks were prepared and divided into sections on a 

glass slide with a microtome. Then, the paraffin sections were routinely stained with HE 

[47] and examined using a  light microscope  linked to a digital camera (Olympus BX43 

light microscope‐Olympus DP27 digital camera). Other brain sections were prepared for 

Nissl and Congo red stains. 

2.3.7. Immunohistochemistry 

Both  tissue preparation  and  immunohistochemical  examination were  carried out. 

Briefly,  after  the  rehydration process,  epitope  retrieval was performed with heat. The 

tissue  sections were  blocked with  bovine  serum  albumin  and  hydrogen  peroxide. A 

primary  anti‐mouse  antibody  against glial  fibrillary  acidic protein  (GFAP)  (sc‐166458, 

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg, Germany, dilution of 1:200) was incubated 

overnight in a humidified chamber at 4 °C. After a washing step to remove excess primary 

antibody,  a  secondary HRP‐labeled  antibody was  applied  (ab97023‐ Goat  anti‐mouse 

HRP‐labeled  antibody,  Abcam,  Cambridge,  UK,  1:200)  and  incubated  at  room 

temperature  25  °C  for  2  h.  After  washing,  3,3′‐Diaminobenzidine  (DAB)  Substrate 

(Pierce™ DAB Substrate Kit (34002), Thermo Scientific, Inc., Rockford, IL, USA) was used 

to develop the reaction, which was examined by light microscopy. Negative control slides 

were prepared by removing the primary antibody incubation step. Images were captured 

with cell Sens Dimension software, Olympus, Tokyo, Japan, to measure the area occupied 

by GFAP‐positive cells. 
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2.3.8. Measurement of Biochemical Parameters 

For determination of various levels of biochemical markers, the brain homogenized 

in ice‐cold physiological saline (10% w/v). Homogenization was carried out using a Potter‐

Elvehjem tissue grinder (Thermo Scientific Waltham, MA, USA) at a speed of 14,000 rpm 

for  20  s. Finally,  the  supernatants were  stored  at  −80  °C  in  an  Isotemp  freezer  (Basic 

Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA) until further analysis [48–50]. 

Estimation of Oxidative Stress Markers (MDA, GSH, and NRF2) 

Lipid  peroxidation  was  assessed  by  measuring  malondialdehyde  (MDA)  levels 

according to the method described by Janero [51]. The content of brain glutathione (GSH) 

was spectrophotometrically determined using Ellman’s reagent. The results are expressed 

as mol/mg protein [52]. Nrf2 was quantified using the ELISA kit (MyBioSource, Inc., San 

Diego, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. The results are expressed 

as ng/g tissue [52]. 

Estimation of Pro‐Inflammatory Mediators (NOS, COX‐2, NF‐Κβ, and TNF‐α) 

COX‐2, NF‐κB p65, and TNF‐α were measured using ELISA kits purchased  from 

COSABIO,  Inc.  (Houston, TX, USA), R&D Systems  Inc.  (Minneapolis, MN, USA), and 

RayBiotech  Inc.  (Norcross,  GA,  USA),  respectively.  The  procedures  were  performed 

according to the manufacturers’ guidelines. The results are presented as pg/g tissue for 

TNF‐α  and ng/g  tissue  for COX‐2  and NF‐κB p65  [53]. The Griess  assay was used  to 

determine the  total  levels of NO  in the brain tissues. The results are presented as ng/g 

tissue. 

Determination of Mouse MMP‐9(Matrix Metalloproteinase 9) 

MMP‐9 was quantified using ELISA kits  (Wuhan Fine Biotech Co., Ltd., Wuhan, 

China). Procedures were carried out according to the manufacturer’s guidelines. Results 

are presented as ng/g tissue. 

Estimation of Amyloidogenesis and Tauopathy (Aβ1‐42 and Tau) 

Aβ1‐42 and tau were measured using mouse ELISA kits purchased from Novus. The 

procedures were  performed  according  to  the manufacturers’  instructions. Results  are 

presented as ng/g tissue for tau and pg/g tissue for Aβ1‐42 [53]. 

Estimation of The Mouse cAMP Response Element Binding Protein (CREB)   

Transcription Factors 

CREB was quantified using ELISA kits  (COSABIO,  Inc., Houston, TX, USA). The 

procedures were carried out according to the manufacturer’s instructions. The results are 

expressed as pmol/g tissue[54]. 

2.3.9. Safety Studies 

An observational nasal irritation test was performed. During nasal administration, 

the  effect  of  the  administered  formulations  including  LUT  suspension,  LUT  loaded 

chitosomes,  LUT  loaded  liposomes  and  blank  chitosomes  on  the  nasal mucosa was 

investigated by visual observation. Upon intranasal administration, the behavior of the 

animals was carefully monitored, and the number of animals showing signs of mucosal 

inflammation was ascertained. Signs of mucosal  inflammation  encompassed  sneezing, 

itching, and discomfort. The nasal mucosa irritation index reported by El naggar et al. [4] 

that entailed four degrees of irritations according to the percentage of animals showing 

irritation  signs  was  applied.  These  include  strong  irritation  (more  than  60%  of  the 

animals), moderate irritation (from 30% to 60%), mild irritation (from 10% to 30%), and 

no irritation (up to 10%). 
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2.3.10. Statistical Analysis 

Statistical analysis was performed using the software (GraphPad Prism software, version 

8.01, Inc., San Diego, CA, USA). The results are expressed as the mean ± SD. For the Morris 

water maze test, escape latency was analyzed using two‐way repeated measures ANOVA. 

The data that were not included in repeated measures were analyzed with one‐way ANOVA 

followed by the Tukey post‐hoc test for multiple comparisons. Differences were considered 

significant at a p value < 0.05. 

3. Results and Discussion 

3.1. Preparation and Characterization of Chitosomes (CHS) 

Phosphatidylserine  is  a  negatively  charged  synthetic  phospholipid which  imparts  a 

negative surface charge on the empty anionic liposomes to reach a value of −24.9 ± 4.21 mV. 

Consequently,  the  presence  of  a  negative  charge  on  the  liposomal  surface  confirms  the 

formation of a stable homogenous preparation (Polydispersity index (PDI) = 0.3014 ± 0.06) and 

optimum coating with positively charged chitosan. Loading LUT (20 and 40 mg%) caused a 

significant increase in the vesicular size of LUT‐loaded liposomes (212.3 ± 2.18 nm and 320.0 ± 

4.23  nm,  respectively)  compared with  the  unloaded  formulation  (184.6  ±  1.85  nm).  This 

increase may indicate the existence of hydrophobic LUT in the outer phospholipid layer of 

anionic liposomes compared with an aqueous core. With respect to the EE%, different LUT 

concentrations were  loaded  into anionic  liposomes, and  the results  (Table 2) revealed  that 

doubling the dose from 20 to 40 mg% did not double the EE%. However, Lip‐LUT20 exhibited 

higher luteolin entrapment (80.6% ± 1.28%) compared with Lip‐LUT40 (77.9% ± 1.33%). This 

may be attributed to the limited amount of luteolin that can be entrapped in the phospholipid 

bilayer of anionic liposomes. Therefore, 20 mg% of luteolin loading was used for subsequent 

chitosomal preparations. 

With  respect  to  the chitosan decorated nanoparticles  (chitosomes, CHS), an  initial 

screening of the optimal concentration of chitosan solution was conducted as shown in 

Table 2. The results indicated that concentration of 4 mg%, (LUT‐CHS4%, F5) yielded the 

highest quality attributes (PS 412.8 ± 3.28 nm, PDI 0.378 ± 0.07, ZP 37.4 ± 2.13 mv, and EE% 

86.6 ± 2.05%) (Supplementary Figure S2) compared with 2 mg% (LUT‐CHS2%, F4), and 8 

mg%  (LUT‐CHS8%,  F6). The  results  showed  that different  chitosan  coatings  generated 

larger  particle  sized  liposomes.  Furthermore,  chitosan  coating  led  to  a  significant 

inversion  to positive ZP  from negative ZP because of  the  cationic nature of  chitosan. 

However,  no  significant  increase was  noted  in  the magnitude  of  the  surface  charge 

between  LUT‐CHS4%  (F5)  and  LUT‐CHS8%  (F6)  despite  doubling  the  chitosan 

concentration.  This  “plateau  effect”  in ZP may  be  attributed  to  the  saturation  of  the 

liposomal surface with chitosan, which is consistent with previously reported data [22]. 

Of note, the significant  increase  in EE% of LUT‐CHS4% (86.6% ± 2.05%) compared with 

Lip‐LUT20  (80.6% ±  1.28%) may  result  from  the  incorporation of more LUT  inside  the 

chitosan matrix beside the phospholipid bilayer of the anionic liposomes. 

Table  2. Mean Particles Size, Polydispersity  Index, Zeta Potential  and  entrapment  efficiency of 

empty liposomes, luteolin loaded liposomes, empty chitosomes and Luteolin‐loaded Chitosomes. 

Measurements are expressed as mean ± SD. 

Formulation Code  Particle Size (nm) ± SD  PDI± SD  Zeta Potential(mV) ± SD  Entrapment Efficiency% ± SD 

F1 (Empty Lip.)  184.6 ± 1.85  0.3014 ± 0.06  −24.9 ± 4.21  NA 

F2 (Lip‐LUT20 a)  212.3 ± 2.18  0.398 ± 0.09  −33.1 ± 2.11  80.6 ± 1.28 

F3 (Lip‐LUT40 b)  320.0 ± 4.23  0.407 ± 0.25  −31.6 ± 1.48  77.9 ± 1.33 

F4 (LUT‐CHS2% c)  347.2 ± 1.84  0.419 ± 0.04  28 ± 2.94  79.2 ± 2.54 

F5 (LUT‐CHS4% d)  412.8 ± 3.28  0.378 ± 0.07  37.4 ± 2.13  86.6 ± 2.05 

F6 (LUT‐CHS8% e)  473.1 ± 2.14  0.274 ± 0.03  36.2 ± 3.04  81.5 ± 1.77 
a Luteolin  load equivalent  to 20 mg%,  b Luteolin  load equivalent  to 40 mg%,  c–e Luteolin‐loaded 

chitosomes with different chitosomes concentrations (2, 4, 8 mg%. respectively) and luteolin loading 

of 20 mg%. 



Pharmaceutics 2022, 14, 1003  10  of  27 
 

 

Upon storage over a period of 6 months, the selected LUT‐CHS preparation showed 

good physical stability without any signs of aggregation, separation or drug precipitation 

at 4 °C (Table 3). Regarding the quality attributes, a non‐significant increase was observed 

in PS which may  be due  to  the  slight  swelling  of  the  chitosan polymer matrix.  Such 

swelling may lead to degradation of the chitosan matrix which is reflected by the decrease 

in the ZP after 6 months (34.3 ± 3.04 mV) compared to the initial point (37.4 ± 2.13 mV). 

Consequently, EE% decreased after 6 months (82.8 ± 1.15%) compared to the first EE% 

(86.6 ± 2.05%) due to the leakage of the entrapped LUT. The obtained results were in a 

good  agreement with  those  reported  by  Delan W  et  al.  [36].  Therefore,  the  authors 

recommend further stability improvement via lyophilization. 

Table 3. Stability Study for LUT‐CHS stored in refrigerator at 4 °C within 6 months. 

Months  Size (nm)  PDI  Zeta (mv)  EE (%) 

0  412.8 ± 3.28  0.378 ± 0.07  37.4 ± 2.13  86.6 ± 2.05 

3  426.1 ± 3.01  0.400 ± 0.11  35.8 ± 3.17  85.1 ± 3.01 

6  435.3 ± 2.81  0.415 ± 0.56  34.3 ± 3.04  82.8 ± 1.15 

3.2. Transmission Electron Microscopy (TEM) 

Representative micrographs of the empty liposomes, Lip‐LUT, empty CHS and LUT‐

CHS particles (Figure 2a–d) showed that both samples possessed a characteristic spherical 

vesicular  system  with  an  evident  core  and  phospholipid  bilayer  membrane  shell. 

Furthermore, LUT‐CHS  and Lip‐LUT  (Figure  2b,d)  exhibited  a denser  core  compared 

with that of the empty Lip and empty CHS (Figure 2a,c). Our TEM micrographs further 

confirmed the existence of a dark chitosan sheath over the vesicular surface in addition to 

the absence of aggregations or undesirable structures. It is worth mentioning that the size 

of the vesicles measured by TEM was noticeably smaller than the average particle size 

determined by the zetasizer. The reason behind this is that the presence of hydrodynamic 

layers around the vesicles may lead to an overestimation of the PS measurements when 

determined by the zetasizer [55]. 

Moreover, the principles comprised in the analysis in both techniques are different. 

Regarding dynamic  light scattering  (DLS),  it  is an  intensity‐based  technique where  the 

resultant size distribution is the average hydrodynamic size of the nanoparticles and it is 

usually  affected by  the presence of  large particles, dust, or  aggregates  [56], while  the 

microscopic analysis by TEM  is mainly based on nanoparticle  tracking analysis  (NTA) 

and the finding is almost done after the routine procedure of air drying of a nanoparticles‐

containing droplet on the TEM grid. Such a technique (NTA) is a number‐based technique 

that tracks individual nanoparticles (single‐particle tracking) [56]. Consequently, the latter 

can provide accurate number‐based average dimensions with lowest bias for samples free 

from artefacts [57]. 

 

Figure 2. TEM of (A) empty Liposomes (206000× magnification), (B) luteolin‐loaded liposomes (183000× magnification), (C) empty 

CHS (120000× magnification) and (D) luteolin‐loaded CHS (150,000× magnification). Arrows point to the chitosan coating layer. 
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3.3. In Vitro Release Study and Release Kinetics 

The rationale of selecting release medium consisting of PBS (pH 6.4) was to mimic 

the nasal environment because the nasal mucosal pH is approximately 5.5–6.5 [58]. On the 

other hand, LUT is classified in the Biopharmaceutical Classification System (BCS) as a 

Class  II  drug  which  is  characterized  by  low  solubility  in  aqueous  media  [5,59]. 

Consequently,  in  order  to  achieve  the  sink  conditions,  several  studies  reported  the 

addition of 0.5% tween 80 in the release medium to maintain the best condition for LUT 

dissolution [60–62]. In the current study, all examined formulations offered a significantly 

higher release profile in comparison to LUT suspension. When LUT was incorporated in 

anionic liposomes, it showed a significant enhancement in release compared with the LUT 

suspension. This might be attributed to the nano‐solubilization of the poorly soluble LUT 

and the drug being  in a molecular state [5]. The cumulative percentage release of LUT 

from Lip‐LUT and LUT‐CHS was over 90% over a period of 24 h compared with 18% for 

the LUT suspension. In addition, the release pattern of LUT from CHS was similar to that 

of  liposomes with  a  lower  retardation. As  shown  in Figure  3,  the percentage of drug 

released over a period of 2 h was only 22% from LUT‐CHS compared with 30% from Lip‐

LUT. These results indicate the amenability of chitosomes to control the release of loaded 

LUT. This may be ascribed to the different release mechanisms incorporated for Lip‐LUT 

and LUT‐CHS. Regarding Lip‐LUT, the delayed release of LUT may be attributed to the 

time required for drug partitioning from the liposomes to the aqueous medium, which is 

considered a predominate step in release rather than dissolution. In contrast, LUT‐CHS 

exhibited a more prolonged release effect because of the proper LUT encapsulation in the 

chitosan  matrix  in  addition  to  its  incorporation  into  the  phospholipid  bilayer. 

Consequently,  the  drug  release mechanism  from  CHS  is  believed  to  occur  by  both 

degradation of polymer and diffusion from the liposomes. 

 

Figure 3. In vitro release profile of luteolin in PBS (pH 6.4) containing 0.5% Tween‐80 from LUT 

suspension, LUT‐loaded liposomes and LUT loaded chitosomes. Results represented as mean ± SD, 

n = 3. 

The release mechanism of LUT from CHS was further confirmed by release kinetics 

modeling. Depending on the R2‐adjusted and MSC values (Table 4), the Weibull model 

was found to be the best fitting model compared with the others. It was reported that the 

value of the exponent “β” is a parameter of the drug transport mechanism through the 

polymeric chitosan matrix [63]. The assessed values of β ≤ 0.75 suggests that the diffusion 

occurred according to Fick’s law, whereas “β” values between 0.75 and 1 suggest that a 

combined mechanism of both Fickian diffusion and swelling controlled release should be 

considered [35,64]. In the current investigation, the “β” value was 0.900, indicating that 

the complex release mechanism was  the predominant mechanism of LUT release. This 

mechanism  indicates  the  nature  of  chitosan  as  a  swellable  polymeric  material  that 
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undergoes  degradation  via  a  hydrolytic  process  [65].  Therefore,  the  water  channels 

formed  in  the  chitosan matrix  allow  LUT  diffusion  and  assist  in  the  degradation  of 

chitosan itself. 

Table 4. Parameters of the different kinetic models for the LUT‐CHS. 

Model Name and Equation  Parameters  Values   

Higuchi * 

F = kH √t 

Rsqr_adj  0.909 

MSE  94.59 

kH    21.38 

  MSC  1.86 

Hixson‐Crowell * 

1 √1 𝐹 k1/3t 

Rsqr_adj  0.975 

MSE  27.49 

k1/3 0.043 

  MSC  3.09 

Korsmeyer‐Peppas * 
𝐹 k ∗ 𝑡  

Rsqr_adj  0.900 

MSE  103.7 

n  0.462 

kp  23.43 

  MSC  1.68 

Weibull * 

𝐹 100 ∗ 1 𝑒 / ) 

Rsqr_adj  0.992 

MSE  16.49 

𝛽    0.900 

  MSC  3.478 
* In all models, F denotes the fraction (%) of drug released up to time t, kH, k1, kp: release constants 

of Higuchi, first order, Korsmeyer‐Peppas respectively, n: release exponent α: is the scale parameter, 

β:  the  shape  parameter,  Rsqr_adj;  adjusted  coefficient  of  determination, MSC; Model  Selection 

Criterion and MSE; the mean square error. 

3.4. In Vitro Mucoadhesion Test 

Mucin‐particle  method  was  used  to  assess  the  mucoadhesive  properties  of  the 

developed chitosomes by determining the changes in ZP. A significant change in surface 

properties was observed for  formulas coated with chitosan (F4, F5, and F6) after being 

mixed with mucin  solution  at pH  6.5; where  the ZP  of  F4,  F5  and  F6 was  obviously 

decreased and shifted from + 28 ± 2.94, +37.4 ± 2.13, and +36.2 ± 3.04 to −6.42 ± 0.13, −5.44 

± 0.22, and −5.67 ± 0.15 respectively. Interaction between the sialic groups of the negatively 

charged mucin  and  the  surface  layer  of  the  (positively  charged)  chitosan  coat  on  the 

chitosomes was anticipated  to decrease  the ZP. The observed  results  indicate  the high 

affinity of chitosan to mucin particles and highlight the interaction between chitosan and 

mucin  particles  [21,37].  Chitosan’s mucoadhesive  effect  is  based  on  the  electrostatic 

interactions with the negatively charged endothelial surface of mucous membranes. The 

developed chitosomes then absorb water from the surrounding mucus and swell leading 

to the formation of a gel‐like structure. Consequently, chitosan coated‐NP will remain in 

the nasal cavity for prolonged periods of time surmounting the mucociliary clearance and 

leading to an improved drug absorption from nasal mucosa [21,66]. 

3.5. In Vivo Study 

Streptozotocin (STZ) is a methyl nitrosourea originally developed as an anticancer 

agent which was found to induce diabetes in animal models of insulin‐dependent (type 

1) diabetes after systemic administration [67]. However, after intracerebroventricular (icv) 

administration at a subdiabetogenic dose, it decreases brain glucose uptake and triggers 

pathological and neurobehavioral features such as that of AD [41,67,68]. Therefore, the 

ICV‐STZ mouse model was applied to this current study as an animal model for AD. 
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3.5.1. Behavioral Test 

Y‐Maze Test 

The  Y‐maze  is  used  to  determine  the  willingness  of  rodents  to  explore  new 

environments [69]. The percentage alternation was significantly decreased by about two 

folds in group 2 (STZ, 3 mg/kg) compared with normal mice receiving saline (group 1). 

These findings confirmed the fact that the STZ administration led to a decline in spatial 

and working memory as reported by Fronza et al. [70]. The administration of both luteolin 

suspension and chitosomes (50 mg/kg, i.n) significantly improved the acquisition of short‐

term memory by approximately 45.23% and 85.7%, respectively, compared with the STZ 

group.  These  results  are  consistent  with  the  previously  reported  study  showing 

improvements  in  spatial  recognition  memory  in  the  Y‐maze  test  after  luteolin 

consumption [71]. Moreover, a significant improvement was observed in the LUT‐loaded 

CHS group (group 4) compared with the luteolin suspension group (group 3), as shown 

in  Figure  4A.  These  results  indicate  the  presence  of  an  additive  effect  of  the  nano‐

chitosomes on LUT activity. This beneficial effect may be due to the nanosolubilization of 

the poorly soluble luteolin, which in turn, improves drug biopharmaceutics properties. 

Additionally, it may result from the mucoadhesive property of the chitosan coat which 

improves the nasal residence time and, hence, increases brain uptake [72]. 

Morris Water Maze (MWM) and Mean Escape Latency (MEL) 

The MWM is a meaningful behavioral test indicating hippocampal‐dependent spatial 

learning and long‐term spatial memory in rodents [73,74]. It is a familiar test for assessing 

spatial navigation and  learning capabilities. Behavioral parameters such as thigmotaxis 

suppression and recognition of the hidden platform as an escape are critical factors in the 

MWM  performance.  These  deficits  can  badly  affect  searching  behavior  and  limit  the 

acquisition  of  navigation  that  is  required  to  solve  the  task  effectively. Generally,  the 

behavior  of  thigmotaxis  dominates  as  the  animals  look  for wall  contact where  they 

presumably feel safer [75]. However, non‐spatial pre‐training (NSPT) provides exposure 

to  learned  task  components,  important  for navigation  and non‐spatial  search  strategy 

development. Therefore, NSPT can depress thigmotaxis and facilitate the acquisition of 

behaviors linked to successful task completion [76]. In the current study, training of each 

mouse (NSPT) was done on the first 4 days of the test where each mouse was subjected to 

two successive trials with an interval gap of 15 min at least between the trials, therefore, 

the difficulty of thigmotaxis was overcome. 

On  the  first  day,  all mice  recorded  comparable MEL  values with  no  significant 

differences in time to reach the platform. In subsequent days, mice assigned to the “LUT‐

SUSP”  (group 3) exhibited  increased efficiency  in  locating  the platform,  resulting  in a 

significantly lesser MEL compared with that measured for the STZ control (group 2). A 

difference of 24.4, 21, and 15.8 s were  recorded on  the second,  third, and  fourth days, 

respectively.  These  data  are  in  agreement  with  a  previously  reported  study  which 

demonstrated that mice fed with LUT had the ability to use the visual cues of the extra 

maze to resolve the acquisition task, indicating improved spatial learning and memory 

capability  [74]. With  respect  to  the  nano‐chitosomes  (group  4),  the mice  displayed  a 

significant improvement on cognitive impairment compared with the luteolin suspension 

(group 3), with no significant differences in MEL relative to group 1 throughout the testing 

period (Figure 4B). These findings emphasize the significant roles of nano‐chitosomes in 

improving LUT solubility, absorption, brain uptake, and improved learning and memory 

function. In conclusion, LUT‐CHS may significantly mitigate shortages in cognition and 

may be administered at doses much lower than the recommended therapeutic dose. 

Morris Water Maze (MWM) and The Time Spent in The Target Quadrant 

Results demonstrated that mice treated with 3 mg/kg ICV‐STZ (group 2) showed a 

shortened average time spent in the target quadrant by almost half (0.47‐fold reduction) 
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relative to the normal group (group 1) (p < 0.05). The group receiving LUT suspension 

(group 3) (50 mg/kg  i.n. once daily for 21 consecutive days) also spent a  longer (by 1.7 

fold) time in the target quadrant than that measured for the ICV‐STZ group 2 (p < 0.005). 

Besides, group 3 demonstrated an 0.8‐fold reduction in time compared to that spent by 

the normal group 1. On the other hand, there was a non‐significant difference between 

the time measured for group 4 that received LUT‐CHS (50 mg/kg, i.n) compared to the 

normal group, while the time spent by this group in the target quadrant was significantly 

longer: 24.33 s longer than that determined for the ICV‐STZ group 2, as shown in Figure 

4C. Finally, the nanochitosomes group (group 4) showed a statistically longer time spent 

in the target quadrant (1.2 fold) compared to LUT suspension (group 3). 

 

Figure 4. Behavioral tests on effect of luteolin‐chitosomes on ICV‐STZ mouse model. Animals were 

divided  into 4 groups, eight animals  in each group  (n = 8),  the  first one was  the normal control 

group. The second group was the positive control group that received STZ (3 mg/kg, ICV). The last 

two groups were all ICV‐injected, first with STZ (3 mg/kg) followed by intranasal administration of 

luteolin suspension (50 mg/kg, every day for 21 days) and luteolin‐loaded chitosomes (50 mg/kg, 

i.n.  for  21  days)  respectively.  (A)  Y‐maze  test  that  measured  the  percentage  of  spontaneous 

alternation, (B) box and whisker plots of mean escape latency (MEL), and (C) mean time in target 

quadrant. Statistical analyses for the Morris water maze test (escape latency) were analyzed using 

two‐way repeated measures ANOVA. The data that were not included in repeated measures were 

analyzed with one‐way ANOVA  followed by  the Tukey post‐hoc  test  for multiple comparisons. 

Each value was expressed as mean ± SD. *: Statistically significant different from the normal group 

at p < 0.05, **: Statistically significant different from the positive control group (STZ, 3 mg/kg) at p < 

0.05. #: Statistically significant different from the luteolin suspension group (50 mg/kg). 

3.5.2. Histopathology 

The  examination  of  the  cerebral  cortex  of  group  (1)  showed  normal  histological 

structure. Meanwhile, group (2) “STZ‐ICH” revealed several scattered dark degenerated 

neurons that were associated with diffuse gliosis. Few shrunken neurons were detected 

in group (3) “LUT‐SUSP”. The highest protection was noticed in group (4) “LUT‐CHS” 

which  showed  an  apparently normal histological  structure of  the  cerebral  cortex. The 

neuronal  survival  rate  showed  a  significant decrease  in  group  (2)  compared  to  other 

experimental  groups.  However,  the  absence  of  significant  difference  was  recorded 

between various treated groups (Figure 5). 
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Figure  5.  Photomicrograph  of  brain,  cerebral  cortex  (H&E  and  Cresyl  violet  stains).  Normal 

hippocampus in group (1), group (2) showed numerous shrunken neurons. Group (3) showed few 

degenerated neurons. Group (4) showed apparently normal cerebral cortex. The chart represents 

neuronal  survival  rate,  statistical analyses were performed using ANOVA  (one‐way analysis of 

variance) followed by Tukey post hoc test. Each value was expressed as mean ± SD. *: Statistically 

significant different from the normal group at p < 0.05, **: Statistically significant different from the 

positive control group (STZ, 3 mg/kg) at p < 0.05. 

Microscopic  examination  of  hippocampus  from  group  (1)  revealed  normal 

histological structure of all anatomical regions; CA1, CA2, CA3, CA4, and DG showed 

normal  appearing  neurons.  On  the  contrary,  group  (2)  “STZ‐ICV”  showed  marked 

neuronal damage especially in the CA1, CA4, and DG regions of the hippocampus; these 

regions contained numerous dark degenerating neurons admixed with gliosis. Regarding 

group (3) “LUT‐SUSP”, mild improvement was noticed; CA1, CA4, and DG showed only 

few necrotic cells. The best protective action against hippocampus damage was noticed in 

group (4) “LUT‐CHS” in which all examined sections were apparently normal (Figure 6). 
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Figure 6. Photomicrograph of brain, hippocampus  region  (H&E  stain). Normal hippocampus  in 

group  (1),  group  (2)  showed marked degenerated  neurons  in CA4  and DG  regions. Group  (3) 

showed few degenerated neurons. Group (4) showed apparently normal hippocampus. 

Regarding  the neuronal  survival  rate within  the hippocampus  regions  (Figure 7), 

survival neurons were significantly decreased in group (2) “STZ‐ICV” compared to group 

(1)  in CA1, CA4, and DG  regions of  the hippocampus. All  treated groups exhibited a 

significant increase in the number of surviving neurons in all hippocampus regions. At 

the CA1  region,  no  significant  statistical difference was  observed  between  all  treated 

groups. CA4 region showed an increased rate of neuronal survival especially in group (4) 

“LUT‐CHS” which revealed a higher neuronal survival rate that was comparable to group 

(1). 

Congo  red:  The  number  of  amyloid  plaques  are  illustrated  in  Table  5. Group  (1) 

showed  an  absence  of  amyloid  plaques  in  the  examined  brain  sections. A  significant 

increase  in  the number of amyloid depositions was detected  in group  (2) compared  to 

other groups. A significant reduction was recoded in treated groups by 58% and 77.4% in 

groups (3) and (4) respectively when compared with group (2) (Figure 8). 
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Figure  7.  Photomicrograph  of  brain,  hippocampus  region  (Cresyl  violet  stain),  showing  intact 

neurons within  the different hippocampus  regions  in group  (1), group  (2)  showed dark  stained 

degenerated neurons within hippocampus regions, groups (3) and (4) showed apparently normal 

hippocampus. Charts represent neuronal survival rates, data expressed as means ± SE. Significant 

difference was considered at p < 0.05. *: Statistically significant different from the normal group at p 

< 0.05, **: Statistically significant different from the positive control group (STZ, 3 mg/kg) at p < 0.05. 

#: Statistically significant different from luteolin suspension group (50 mg/kg). 
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Figure 8. Photomicrograph of brain, Congo red for amyloid plaques visualization  in the cerebral 

cortex and hippocampus. Group (2) showed marked increase in the number of amyloid lesions with 

few to absence in the treated groups (arrows). 

Table 5. The number of amyloid plaques recorded in the brain of the mice. 

Number of Amyloid Plaques (High Microscopic Field) 

Group (1)   ــ  ــــــــــــــــــــ
Group (2)  6.2 ± 0.41 c 

Group (3)  2.6 ± 0.4 b 

Group (4)  1.4 ± 0.26 a 
Data were  expressed  as means  ±  SD.  a, b  and  c  indicate  significant difference within  the  same 

column. Significant difference is considered at p < 0.05. 

3.5.3. Immunohistochemistry 

The brain sections showed intense positive expression of GFAP in group (2), which 

showed a statically significant increase in area % expression compared to other groups. 

No significant difference was detected in all treated groups. The highest protection was 

recorded in group (4) “LUT‐CHS” which revealed no significant variance in comparison 

with group (1) (Figure 9). The administration of STZ resulted in histopathological changes 

to the brain similar to those generated by AD [77]. Likewise, STZ‐ICV model has been 

considered as a suitable model  for Alzheimer’s  (Singh and Kumar 2016). The detected 

histological lesions in the hippocampus prove the role of AD in changing memory and 

spatial learning potentials [78]. Nissl stain of the cerebral cortex showed marked reduction 

in  the  number  of  surviving  neurons  in  the  STZ  administrated  group,  this  neuronal 

degeneration  resulted  in  synaptic  dysfunction  of  the  brain  regions  responsible  for 

cognitive functions, with further memory disorders [79]. Previous studies have confirmed 

the relation of neuronal degeneration with memory impairment [80,81]. 

Our histopathological findings revealed the formation of Aβ plaques and neuronal 

degeneration  in both hippocampus and  cerebral  cortex which was  consistent with  the 

findings of [78] in AD model. GFAP affects mitotic activity, astrocyte–neuron interaction, 

communication  between  cells,  and  repair  of  CNS  injury  [82].  Prominent  astrogliosis 

demonstrated in GFAP immune staining of brain segments, mainly around the amyloid 

plaques, emphasized the role of astrocytes in the degradation of amyloid plaques via the 

astrocytic processes [83,84]. 
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Figure 9. Photomicrograph immunohistochemistry of GFAP expression in brain tissue. Group (2) 

shows marked expression of GFAP; however, morphological difference between  the  two  treated 

groups was not observed. The graph shows that the area % of GFAP was significantly elevated in 

group (2); values are expressed as means ± SE. Significant difference was considered at p < 0.05. *: 

Statistically  significant difference  from  the normal  group  at  p  <  0.05,  **:  Statistically  significant 

difference from the positive control group (STZ, 3 mg/kg) at p < 0.05. 

3.5.4. Biochemical Parameters 

Estimation of Oxidative Stress Markers (MDA, GSH and NRF2) 

The administration of STZ significantly increased the MDA and decreased the GSH 

levels in the brain tissue as shown in Figure 10A,B. These findings were supported by a 

previous study  that showed  treatment of normal mice with STZ  (3 mg/kg,  ICV)  led  to 

elevation of the brain MDA while reducing the glutathione levels (GSH) [71,85]. On the 

other hand,  the administration of LUT‐SUSP and LUT‐CHS significantly mitigated  the 

STZ‐induced increase of lipid peroxidation. Results demonstrated that free LUT and LUT‐

CHS showed a 0.6‐ and 0.5‐fold decrease in the MDA levels respectively compared to the 

STZ group. Regarding the GSH levels, both free LUT and LUT‐CHS demonstrated 2‐ and 

2.5‐fold elevation  in the GSH respectively. This may be associated with  the  increase of 

intracellular antioxidants and hence decrease of  lipid peroxidation  [74]. Such  findings 

were  in  harmony  with  previously  reported  studies  that  related  the  underlying 

neuroprotective mechanism of luteolin (50 mg/kg) for 8 weeks to its antioxidant activity 

in a streptozotocin model [7,71]. 
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Figure 10. Biochemical assay where animals under  investigation were divided  into 4 groups; the 

first one was the normal control group. The second group was the positive control model group that 

received STZ (3 mg/kg, ICV). The last two groups were all ICV‐injected first with STZ (3 mg/kg) 

followed by  i.n.  injection with  luteolin  suspension  (50 mg/kg,  for 21 days), and  luteolin  loaded 

chitosomes (50 mg/kg, i.n. for 21 days), respectively. The brains of the animals (n = 8) in each group 

were homogenized then centrifuged, and supernatants were used in the oxidative stress parameters 

assay of (A) mean MDA concentration, (B) GSH  level and (C) NRF2  level. The proinflammatory 

mediators’ assay of (D) mean NOS level, (E) COX‐2 level (F) TNF‐α level, and (G) NF‐Kβ levels. The 

amyloidogenicity and tauopathy of (H) mean of Amyloid β1‐42 level, and (I) Tau level. Finally, (J) 

MMP9, and  (K) CREB  level. Statistical analyses were performed using ANOVA  followed by  the 

Tukey post hoc  test, whereby each value was expressed as mean ± SD.  * Statistically significant 

difference from the normal group (p < 0.05); ** statistically significant difference from the STZ model 

group, (p < 0.05); # statistically significant difference from the LUT susp group 50 mg/kg (p < 0.05). 

The (Nrf2) is the nuclear factor erythroid 2‐related factor 2; it is a vital redox‐regulated 

gene that has an important role in combating oxidative stress. Furthermore, the level of 

Nrf2 in the nuclei declines in neurological disorders such as AD [86]. Consistently, in our 

AD model, the STZ group showed significant decrease in Nrf2 by 3.5 folds compared to 

normal group. Upon administration of free LUT and LUT‐CHS, 2‐ and 2.6‐fold elevation 

was observed respectively compared to the STZ group as shown in Figure 10C. This effect 

reflects the important role of flavonoid LUT in modulating NRF2 level. These results came 

in agreement with our previous antioxidative stress results where it was confirmed that 

LUT treatment reduced the ROS via the activation of Nrf2 [87]. 

Estimation of Pro‐Inflammatory Mediators (NOS, COX‐2, NF‐κβ, and TNF‐α) 

A significant rise in level of NOS, COX‐2, NF‐κβ, and TNF‐α was assessed using a 

specific ELISA kit in ICV‐STZ infused mouse brains in comparison to the normal group. 

Many  reports  were  concurrent  to  our  findings  regarding  the  increased  release  of 

neuroinflammatory cytokines associated with STZ infusion in mice brain [67,88]. On the 

other hand, STZ‐ICV mice  treated with  free LUT  resulted  in a significant  reduction of 
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NOS,  COX‐2,  and  TNF‐α  levels  as  shown  in  Figure  10D–F.  In  addition,  a  0.6‐fold 

inhibition of NF‐κB signaling pathways was also observed (Figure 10G) that was involved 

in  the pathological effects of Aβ. Consequently, such  findings highlight  the significant 

anti‐inflammatory activity of LUT. Our findings were consistent with several previously 

reported studies regarding the ability of  luteolin to reduce the release of  inflammatory 

mediators induced by lipopolysaccharide‐stimulated microglial cells [7,74,89]. 

Estimation of Aβ1‐42 and Tau 

Many  hypotheses  were  imposed  speculating  amyloid  beta  (Aβ)  as  a  major 

pathological hallmark of AD [67]. In addition, Tau protein is hyperphosphorylated in AD 

and  forms pathological  accumulates  in neurons which  leads  to  learning  and memory 

impairments  [90]. Our  results  showed  an  elevation  in Aβ1‐42  and Tau  levels  in mice 

injected with STZ‐ICV compared to negative control group receiving ICV saline (Figure 

10H,I). The reason was reported to be due to the fact that ICV‐STZ injection decreases the 

cerebral glucose uptake, desensitizes brain insulin receptors, and consequently leads to 

tau hyper‐phosphorylation [91]. Moreover, glucose hypo‐metabolism initiates the process 

of Aβ aggregation [92]. On the other hand, the administration of free LUT (50 mg/kg, i.n) 

for 21 days led to a decline in the level of these peptides. The LUT‐CHS altered the level 

of Aβ1‐42 and Tau peptides more potentially than its free form. Results demonstrated 0.53‐ 

and 0.54‐fold  reduction  in  the  levels of Aβ1‐42 and Tau  respectively,  compared  to  the 

model control group. These may be attributed to the fact that luteolin has the potential to 

suppress Aβ and promote tau disaggregation [93]. These notions present that LUT‐CHS 

was capable of attenuating the pathological changes of AD. 

Estimation of MMP9 

Increased MMP‐9 expression is involved in the development of cognitive impairment 

induced by beta‐amyloid [92]. Results demonstrated in Figure 10J showed a significant 

increase  in MMP9  level  in the STZ group compared to  the normal mice group. On  the 

other hand, results of  free LUT exhibited a significant decrease  in MMP9  levels which 

highlighted the mechanism of LUT concerning the down‐regulation of the expression of 

MMP  9. Results were  in harmony with Ali  F  and  Siddique YH  [93], who  reported  a 

decrease in permeability and infiltration of leukocytes and other inflammatory agents into 

the brain after LUT use. Furthermore, the LUT‐CHS showed a higher decline in MMP9 

level  in brain  tissue with no  significant difference  relative  to  the normal group.  Such 

effects may  be  referred  to  the  role  of  nanoplatforms  in  improvement  of  therapeutic 

efficacy of administered flavonoids. 

Estimation of Transcription Factors (CREB) 

Mouse  CREB  is  a  vital  transcription  regulator  in  nerve  cells.  Therefore,  any 

impairment in CREB signaling may play a crucial role in the development of AD [94]. In 

this context, our results were in agreement with those reported and demonstrated by a 

significant decrease in CREB level in STZ group compared to normal group. Regarding 

LUT treatment, it modulated the activities of transcription factor CREB in harmony with 

that  reported  by Ali  F  and  Siddique YH  [93].  Figure  10K  demonstrates  a  significant 

increase in CREB level in free LUT group (group 3) with a more profound increase in LUT‐

CHS group (group 4). 

3.5.5. Safety Studies 

Visual observation of the animals showed that LUT suspensions showed no signs of 

nasal  irritation  with  no  considerable  difference  between  placebo  and  drug  loaded 

formulations confirming being cilio‐friendly  [4]. Recent  studies  identified  that  luteolin 

attenuates allergic nasal inflammation via inhibition of IL‐4 production, which supports 

the  potential  pharmaceutical  application  of  luteolin  in  nasal  route.  It  should  also  be 
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highlighted  that  using  CS‐NP  as  a  drug  delivery  system  offered  optimum  LUT 

encapsulation with  sustained  release  that minimized  the  concentration of  the drug  in 

direct contact with nasal mucosa preventing nasal irritation [95]. 

It should be noted that the brain has a very narrow regenerative capacity [96]. Thus, 

brain targeted formulations should be assessed for their potential neurotoxic effects. Thus, 

the possible neurotoxic effect of  the developed  formulation was detected. The  level of 

neural  inflammatory  reaction  was  also  assessed  by  measuring  TNF‐”  level  in  the 

hippocampus. As previously mentioned  in “Estimation of pro‐inflammatory mediators 

(NOS, COX‐2, NF‐κβ and TNF‐α)” Section, STZ‐ICV mice treated with free LUT resulted 

in a  significant  reduction of TNF‐α  levels. This  finding highlights  the  significant anti‐

inflammatory  activity of LUT. Further, based on  the histological  examination  (Section 

3.5.2), LUT‐CHS showed apparently normal histological structure of the cerebral cortex 

with  the  best  protective  action  against  hippocampus  damage  in which  all  examined 

sections were apparently normal. It also showed an increased rate of neuronal survival 

rate. Thus, both visual observations of animals taking i.n. LUT loaded chitosomes did not 

reveal any  inflammatory  response and  results of TNF‐”  level analysis and histological 

examination affirmed these observations.   

4. Conclusions 

The  current  study presents  novel LUT‐loaded  in  chitosan‐decorated  nanoparticle 

(chitosomes) for the management of cognitive dysfunction in Alzheimer’s disease (AD). 

Multifaceted mechanisms  of  action were  proven  throughout  the  study with  recorded 

significant  improvement  in  short‐term  and  long‐term  spatial  memory.  Histological 

evaluation revealed an increased neuronal survival rate with a reduction in the number 

of  amyloid  plaques.  Biochemical  results  showed  improved  antioxidant  effects  and 

reduced pro‐inflammatory mediators’ levels. The capability of luteolin‐loaded chitosomes 

in  attenuating  the  pathological  changes  of  AD  was  also  confirmed.  The  developed 

chitosomes  offered  the  privileges  of  non‐invasive  intra‐nasal  delivery,  lowering  the 

administered  dose  with  higher  efficacy  than  the  corresponding  suspension  form. 

Consequently,  the  proposed  formulation  ameliorates  the  impairments  in  cognitive 

function, and is thus a promising therapeutic tactic in the management of SAD. 

Supplementary  Materials:  The  following  supporting  information  can  be  downloaded  at: 

www.mdpi.com/article/10.3390/pharmaceutics14051003/s1,  Figure  S1:  Chemical  structure  of 

luteolin, Figure S2: Particle size distribution (PSD) of LUT‐CHS. 

Author Contributions: H.A. was  responsible  for  collecting  resources, data  analysis,  and  results 

interpretation.  M.A.E.  was  responsible  for  the  international  publishing  process  resources, 

methodology, investigation, visualization, and formal analysis. N.S.E.S. ,N.A.H.A.Y. and    P.M.E.G. 

were in charge of the experimental design visualization and formal analysis. A.M.F. reviewed and 

edited the manuscript, as well as the in vivo animal study. M.R.M. was responsible for histological 

examination, immunohistochemical staining, analysis, as well as the writing of this part. All authors 

have read and agreed to the published version of the manuscript. 

Funding: This research received no external funding. 

Institutional Review Board Statement: The study was approved by the Institutional Animal Care 

and Use Committee of Cairo University (CU‐IACUC) (permit number: CU‐II‐F‐4‐22, March 2021) 

and complied with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals from the US National Institutes 

of Health (NIH Publication No. 85‐23, revised 2011) (CU‐II‐F‐4‐22). 

Informed Consent Statement: Not applicable. 

Data Availability Statement: Not applicable. 

Conflicts of Interest: The authors declare no conflict of interest.   



Pharmaceutics 2022, 14, 1003  23  of  27 
 

 

References 

1. Rossini, P.M.; Di Iorio, R.; Vecchio, F.; Anfossi, M.; Babiloni, C.; Bozzali, M.; Bruni, A.C.; Cappa, S.F.; Escudero, J.; Fraga, F.J.; et 

al. Early diagnosis of Alzheimer’s disease: The role of biomarkers including advanced EEG signal analysis. Report from the 

IFCN‐sponsored panel of experts. Clin. Neurophysiol. 2020, 131, 1287–1310. 

2. Zvěřová,  M.  Clinical  aspects  of  Alzheimerʹs  disease.  Clin.  Biochem.  2019,  72,  3–6. 

https://doi.org/10.1016/j.clinbiochem.2019.04.015. 

3. Zhang,  J.X.;  Xing,  J.G.; Wang,  L.L.;  Jiang,  H.L.;  Guo,  S.L.;  Liu,  R.  Luteolin  Inhibits  Fibrillary  β‐Amyloid(1‐40)‐Induced 

Inflammation  in a Human Blood‐Brain Barrier Model by Suppressing the p38 MAPK‐Mediated NF‐κB Signaling Pathways. 

Molecules 2017, 22, 334. 

4. Elnaggar, Y.S.; Etman, S.M.; Abdelmonsif, D.A.; Abdallah, O.Y. Intranasal Piperine‐Loaded Chitosan Nanoparticles as Brain‐

Targeted Therapy  in Alzheimer’s Disease: Optimization, Biological Efficacy, and Potential Toxicity.  J. Pharm. Sci. 2015, 104, 

3544–3556. 

5. Elnaggar, Y.S.; A Elsheikh, M.; Abdallah, O.Y. Phytochylomicron as a dual nanocarrier for liver cancer targeting of luteolin: In 

vitro appraisal and pharmacodynamics. Nanomedicine 2018, 13, 209–232. https://doi.org/10.2217/nnm‐2017‐0220. 

6. Theoharides,  T.C.;  Stewart,  J.M.; Hatziagelaki, E.  Brain  “fog,”  inflammation  and  obesity: Key  aspects  of  neuropsychiatric 

disorders improved by luteolin. Front. Neurosci. 2015, 9, 225. 

7. Kwon, Y. Luteolin as a potential preventive and therapeutic candidate for Alzheimerʹs disease. Exp. Gerontol. 2017, 95, 39–43. 

https://doi.org/10.1016/j.exger.2017.05.014. 

8. Zhang,  N.;  Zhang,  F.;  Xu,  S.;  Yun,  K.; Wu, W.;  Pan, W.  Formulation  and  evaluation  of  luteolin  supersaturatable  self‐

nanoemulsifying drug delivery system (S‐SNEDDS) for enhanced oral bioavailability. J. Drug Deliv. Sci. Technol. 2020, 58, 101783. 

https://doi.org/10.1016/j.jddst.2020.101783. 

9. Wu, C.; Xu, Q.; Chen, X.; Liu, J. Delivery luteolin with folacin‐modified nanoparticle for glioma therapy. Int. J. Nanomed. 2019, 

14, 7515–7531. https://doi.org/10.2147/ijn.s214585. 

10. Zhao, J.; Yang, J.; Xie, Y. Improvement strategies for the oral bioavailability of poorly water‐soluble flavonoids: An overview. 

Int. J. Pharm. 2019, 570, 118642. https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2019.118642. 

11. Xu, J.; Ma, Y.; Xie, Y.; Chen, Y.; Liu, Y.; Yue, P.; Yang, M. Design and Evaluation of Novel Solid Self‐Nanodispersion Delivery 

System for Andrographolide. AAPS PharmSciTech 2016, 18, 1572–1584. https://doi.org/10.1208/s12249‐016‐0627‐7. 

12. Liu,  B.;  Li, W.;  Zhao,  J.;  Liu,  Y.;  Zhu,  X.;  Liang, G.  Physicochemical  characterisation  of  the  supramolecular  structure  of 

luteolin/cyclodextrin inclusion complex. Food Chem. 2013, 141, 900–906. https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.03.097. 

13. Huang, M.‐J.; Gao, X.; Qiu, J.‐F.; Wang, B.‐L.; Wei, X.‐W.; Gou, M.‐L.; Liu, X.; Guo, G.; Qian, Z.‐Y.; Men, K. Preparation and 

characterization of monomethoxy poly(ethylene glycol)‐poly(ε‐caprolactone) micelles for the solubilization and in vivo delivery 

of luteolin. Int. J. Nanomed. 2013, 8, 3061–3069. https://doi.org/10.2147/IJN.S45062. 

14. Deshmane,  S.; Deshmane,  S.;  Shelke,  S.; Biyani, K. Enhancement  of  solubility  and  bioavailability  of  ambrisentan  by  solid 

dispersion using Daucus carota as a drug carrier: Formulation, characterization,  in vitro, and  in vivo study. Drug Dev.  Ind. 

Pharm. 2018, 44, 1001–1011. 

15. Erdő, F.; Bors, L.A.; Farkas, D.; Bajza, Á.; Gizurarson, S. Evaluation of intranasal delivery route of drug administration for brain 

targeting. Brain Res. Bull. 2018, 143, 155–170. https://doi.org/10.1016/j.brainresbull.2018.10.009. 

16. El‐Zaafarany, G.M.; Soliman, M.E.; Mansour, S.; Awad, G.A.S. Identifying lipidic emulsomes for improved oxcarbazepine brain 

targeting: In vitro and rat in vivo studies. Int. J. Pharm. 2016, 503, 127–140. https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2016.02.038. 

17. Elsheikh, M.A.; El‐Feky, Y.A.; Al‐Sawahli, M.M.; Ali, M.E.; Fayez, A.M.; Abbas, H. A Brain‐Targeted Approach to 

Ameliorate Memory Disorders  in a Sporadic Alzheimerʹs Disease Mouse Model via Intranasal Luteolin‐Loaded 

Nanobilosomes. Pharmaceutics 2022, 14, 576 
18. Zahednezhad,  F.;  Saadat, M.;  Valizadeh,  H.;  Zakeri‐Milani,  P.;  Baradaran,  B.  Liposome  and  immune  system  interplay: 

Challenges and potentials. J. Control. Release 2019, 305, 194–209. https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2019.05.030. 

19. Tan, C.; Wang, J.; Sun, B. Biopolymer‐liposome hybrid systems for controlled delivery of bioactive compounds: Recent advances. 

Biotechnol. Adv. 2021, 48, 107727. https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2021.107727. 

20. Tan, C.; Feng, B.; Zhang, X.; Xia, W.; Xia, S. Biopolymer‐coated liposomes by electrostatic adsorption of chitosan (chitosomes) 

as novel delivery systems for carotenoids. Food Hydrocoll. 2015, 52, 774–784. https://doi.org/10.1016/j.foodhyd.2015.08.016. 

21. Salem, L.H.; El‐Feky, G.S.; Fahmy, R.H.; El Gazayerly, O.N.; Abdelbary, A. Coated Lipidic Nanoparticles as a New Strategy for 

Enhancing  Nose‐to‐Brain  Delivery  of  a  Hydrophilic  Drug  Molecule.  J.  Pharm.  Sci.  2020,  109,  2237–2251. 

https://doi.org/10.1016/j.xphs.2020.04.007. 

22. Ezzat, H.M.; Elnaggar, Y.S.R.; Abdallah, O.Y. Improved oral bioavailability of the anticancer drug catechin using chitosomes: 

Design, in‐vitro appraisal and in‐vivo studies. Int. J. Pharm. 2019, 565, 488–498. https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2019.05.034. 

23. Youssef, S.F.; Elnaggar, Y.S.; Abdallah, O.Y. Elaboration of polymersomes versus conventional liposomes for improving oral 

bioavailability of the anticancer flutamide. Nanomedicine 2018, 13, 3025–3036. https://doi.org/10.2217/nnm‐2018‐0238. 

24. Selvadoss, P.P.; Nellore, J.; Ravindrran, M.B.; Sekar, U.; Tippabathani, J. Enhancement of antimicrobial activity by liposomal 

oleic acid‐loaded antibiotics for the treatment of multidrug‐resistant Pseudomonas aeruginosa. Artif. Cells Nanomed. Biotechnol. 

2017, 46, 268–273. https://doi.org/10.1080/21691401.2017.1307209. 



Pharmaceutics 2022, 14, 1003  24  of  27 
 

 

25. Liu, F.; Xu, K.; Xu, Z.; Rivas, M.D.L.; Wang, C.; Li, X.; Lu, J.; Zhou, Y.; Delso, I.; Merino, P.; et al. The small molecule luteolin 

inhibits N‐acetyl‐α‐galactosaminyltransferases and reduces mucin‐type O‐glycosylation of amyloid precursor protein. J. Biol. 

Chem. 2017, 292, 21304–21319. https://doi.org/10.1074/jbc.m117.814202. 

26. Freag, M.S.; Elnaggar, Y.S.; A Abdelmonsif, D.; Abdallah, O.Y. Layer‐by‐layer‐coated lyotropic liquid crystalline nanoparticles 

for active tumor targeting of rapamycin. Nanomedicine 2016, 11, 2975–2996. https://doi.org/10.2217/nnm‐2016‐0236. 

27. Alomrani, A.; Badran, M.; Harisa, G.I.; Alshehry, M.; Alhariri, M.; Alshamsan, A.; Alkholief, M. The use of chitosan‐coated 

flexible liposomes as a remarkable carrier to enhance the antitumor efficacy of 5‐fluorouracil against colorectal cancer. Saudi 

Pharm. J. 2019, 27, 603–611. https://doi.org/10.1016/j.jsps.2019.02.008. 

28. Elsheikh, M.A.; Rizk, S.A.; Elnaggar, Y.S.R.; Abdallah, O.Y. Nanoemulsomes for Enhanced Oral Bioavailability of the Anticancer 

Phytochemical  Andrographolide:  Characterization  and  Pharmacokinetics.  AAPS  PharmSciTech  2021,  22,  246. 

https://doi.org/10.1208/s12249‐021‐02112‐9. 

29. Elsheikh, M.; Elnaggar, Y.S.; Hamdy, D.A.; Abdallah, O.Y. Novel cremochylomicrons for improved oral bioavailability of the 

antineoplastic  phytomedicine  berberine  chloride:  Optimization  and  pharmacokinetics.  Int.  J.  Pharm.  2018,  535,  316–324. 

https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2017.11.023. 

30. Elsheikh, M.A.; Elnaggar, Y.S.R.; Otify, D.Y.; Abdallah, O.Y. Bioactive‐Chylomicrons for Oral Lymphatic Targeting of Berberine 

Chloride:  Novel  Flow‐Blockage  Assay  in  Tissue‐Based  and  Caco‐2  Cell  Line  Models.  Pharm.  Res.  2018,  35,  18. 

https://doi.org/10.1007/s11095‐017‐2307‐z. 

31. Wilson, B.; Alobaid, B.N.M.; Geetha, K.M.; Jenita, J.L. Chitosan nanoparticles to enhance nasal absorption and brain targeting 

of sitagliptin to treat Alzheimerʹs disease. J. Drug Deliv. Sci. Technol. 2020, 61, 102176. https://doi.org/10.1016/j.jddst.2020.102176. 

32. Khan, A.; Aqil, M.; Imam, S.S.; Ahad, A.; Sultana, Y.; Ali, A.; Khan, K. Temozolomide loaded nano lipid based chitosan hydrogel 

for nose to brain delivery: Characterization, nasal absorption, histopathology and cell line study. Int. J. Biol. Macromol. 2018, 116, 

1260–1267. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.05.079. 

33. Abbas, H.; Refai, H.; El Sayed, N.; Rashed, L.A.; Mousa, M.R.; Zewail, M. Superparamagnetic iron oxide loaded chitosan coated 

bilosomes  for  magnetic  nose  to  brain  targeting  of  resveratrol.  Int.  J.  Pharm.  2021,  610,  121244. 

https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2021.121244. 

34. Saini, S.; Sharma, T.; Jain, A.; Kaur, H.; Katare, O.; Singh, B. Systematically designed chitosan‐coated solid lipid nanoparticles 

of ferulic acid for effective management of Alzheimer’s disease: A preclinical evidence. Colloids Surfaces B Biointerfaces 2021, 205, 

111838. https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2021.111838. 

35. Ztürk, A.A.; Kıyan, H.T. Treatment of oxidative stress‐induced pain and inflammation with dexketoprofen trometamol loaded 

different molecular weight chitosan nanoparticles: Formulation, characterization and anti‐inflammatory activity by using  in 

vivo HET‐CAM assay. Microvasc. Res. 2020, 128, 103961. 

36. Delan, W.K.; Zakaria, M.; Elsaadany, B.; ElMeshad, A.N.; Mamdouh, W.; Fares, A.R. Formulation of  simvastatin  chitosan 

nanoparticles for controlled delivery in bone regeneration: Optimization using Box‐Behnken design, stability and in vivo study. 

Int. J. Pharm. 2020, 577, 119038. https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2020.119038. 

37. El‐Feky, G.S.; Zayed, G.; Elshaier, Y.; Alsharif, F.M. Chitosan‐Gelatin Hydrogel Crosslinked With Oxidized Sucrose  for  the 

Ocular Delivery of Timolol Maleate. J. Pharm. Sci. 2018, 107, 3098–3104. https://doi.org/10.1016/j.xphs.2018.08.015. 

38. El‐Sahar,  A.E.;  Shiha,  N.A.;  El  Sayed,  N.S.;  Ahmed,  L.A.  Alogliptin  Attenuates  Lipopolysaccharide‐Induced 

Neuroinflammation in Mice Through Modulation of TLR4/MYD88/NF‐κB and miRNA‐155/SOCS‐1 Signaling Pathways. Int. J. 

Neuropsychopharmacol. 2021, 24, 158–169. 

39. Mahajan, H.S.; Mahajan, M.S.; Nerkar, P.P.; Agrawal, A. Nanoemulsion‐based intranasal drug delivery system of saquinavir 

mesylate for brain targeting. Drug Deliv. 2013, 21, 148–154. https://doi.org/10.3109/10717544.2013.838014. 

40. Elkarray, S.M.; Farid, R.M.; Abd‐Alhaseeb, M.M.; Omran, G.A.; Habib, D.A. Intranasal repaglinide‐solid  lipid nanoparticles 

integrated in situ gel outperform conventional oral route in hypoglycemic activity. J. Drug Deliv. Sci. Technol. 2022, 68, 103086. 

https://doi.org/10.1016/j.jddst.2021.103086. 

41. Sorial, M.E.; Sayed, N.S.E.D.E. Protective effect of valproic acid in streptozotocin‐induced sporadic Alzheimer’s disease mouse 

model: Possible involvement of the cholinergic system. Naunyn‐Schmiedebergs Arch. Exp. Pathol. Pharmakol. 2017, 390, 581–593. 

https://doi.org/10.1007/s00210‐017‐1357‐4. 

42. Luszczki, J.; Wojcik‐Cwikla, J.; Andres‐Mach, M.; Czuczwar, S.J. Pharmacological and Behavioral Characteristics of Interactions 

between Vigabatrin and Conventional Antiepileptic Drugs in Pentylenetetrazole‐Induced Seizures in Mice: An Isobolographic 

Analysis. Neuropsychopharmacology 2004, 30, 958–973. https://doi.org/10.1038/sj.npp.1300602. 

43. D’Hooge, R.; de Deyn, P.P. Applications of the Morris water maze in the study of learning and memory. Brain Res. Rev. 2001, 

36, 60–90. 

44. Gupta, R.; Gupta, L.K. Improvement in long term and visuo‐spatial memory following chronic pioglitazone in mouse model of 

Alzheimerʹs disease. Pharmacol. Biochem. Behav. 2012, 102, 184–190. https://doi.org/10.1016/j.pbb.2012.03.028. 

45. Singh,  B.;  Sharma,  B.;  Jaggi,  A.S.;  Singh,  N.  Attenuating  effect  of  lisinopril  and  telmisartan  in  intracerebroventricular 

streptozotocin induced experimental dementia of Alzheimer’s disease type: Possible involvement of PPAR‐γ agonistic property. 

J. Renin‐Angiotensin‐Aldosterone Syst. 2012, 14, 124–136. https://doi.org/10.1177/1470320312459977. 

46. Blokland, A.; Geraerts, E.; Been, M. A detailed analysis of rats’ spatial memory in a probe trial of a Morris task. Behav. Brain Res. 

2004, 154, 71–75. https://doi.org/10.1016/j.bbr.2004.01.022. 



Pharmaceutics 2022, 14, 1003  25  of  27 
 

 

47. Gamble, M. 9—The Hematoxylins and Eosin, in Theory and Practice of Histological Techniques, Sixth Edition; Bancroft, J.D., Gamble, 

M., Eds.; Churchill Livingstone: Edinburgh, UK, 2008; pp. 121–134. 

48. A Pelleymounter, M.; Joppa, M.; Carmouche, M.; Cullen, M.J.; Brown, B.; Murphy, B.; E Grigoriadis, D.; Ling, N.; Foster, A.C. 

Role of corticotropin‐releasing factor (CRF) receptors in the anorexic syndrome induced by CRF. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2000, 

293, 799806. 
49. Pelleymounter, M.A.; Joppa, M.; Ling, N.; Foster, A.C. Pharmacological evidence supporting a role for central corticotropin‐

releasing factor(2) receptors in behavioral, but not endocrine, response to environmental stress. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2002, 

302, 145–152. 

50. Warnock, G.I. Study of the Central Corticotrophin‐Releasing Factor System Using the 2‐Deoxyglucose Method for Measurement of Local 

Cerebral Glucose Utilisation. University of Bath: Bath, UK, 2007. 

51. Janero, D.R. Malondialdehyde and thiobarbituric acid‐reactivity as diagnostic indices of lipid peroxidation and peroxidative 

tissue injury. Free Radic. Biol. Med. 1990, 9, 515–540, doi:10.1016/0891‐5849(90)90131‐2. 

52. Hindam, M.O.; Sayed, R.; Skalicka‐Woźniak, K.; Budzyńska, B.; ELSayed, N. Xanthotoxin and umbelliferone attenuate cognitive 

dysfunction in a streptozotocin‐induced rat model of sporadic Alzheimer’s disease: The role of JAK2/STAT3 and Nrf2/HO‐1 

signalling pathway modulation. Phytother Res. 2020, 34, 2351–2365. 

53. El Sayed, N.S.; Ghoneum, M.H. Antia, a Natural Antioxidant Product, Attenuates Cognitive Dysfunction  in Streptozotocin‐

Induced Mouse Model  of  Sporadic Alzheimer’s Disease by Targeting  the Amyloidogenic,  Inflammatory, Autophagy,  and 

Oxidative Stress Pathways. Oxid. Med. Cell. Longev. 2020, 2020, 4386562. 

54. Saura, C.A.; Valero, J. The role of CREB signaling in Alzheimer’s disease and other cognitive disorders. Rev. Neurosci. 2011, 22, 

153–169, doi:10.1515/rns.2011.018. 

55. Abbas, H.; Refai, H.; El Sayed, N. Superparamagnetic Iron Oxide–Loaded Lipid Nanocarriers Incorporated in Thermosensitive 

In  Situ  Gel  for  Magnetic  Brain  Targeting  of  Clonazepam.  J.  Pharm.  Sci.  2018,  107,  2119–2127. 

https://doi.org/10.1016/j.xphs.2018.04.007. 

56. Sokolov,  S.V.;  Tschulik,  K.;  Batchelor‐McAuley,  C.;  Jurkschat,  K.;  Compton,  R.G.  Reversible  or  Not?  Distinguishing 

Agglomeration  and  Aggregation  at  the  Nanoscale.  Anal.  Chem.  2015,  87,  10033–10039. 

https://doi.org/10.1021/acs.analchem.5b02639. 

57. Domingos, R.; Baalousha, M.; Ju‐Nam, Y.; Reid, M.M.; Tufenkji, N.; Lead, J.R.; Leppard, G.G.; Wilkinson, K. Characterizing 

Manufactured Nanoparticles in the Environment: Multimethod Determination of Particle Sizes. Environ. Sci. Technol. 2009, 43, 

7277–7284. https://doi.org/10.1021/es900249m. 

58. Sharma,  S.;  Lohan,  S.; Murthy, R.S.R.  Formulation  and  characterization  of  intranasal mucoadhesive  nanoparticulates  and 

thermo‐reversible gel of levodopa for brain delivery. Drug Dev. Ind. Pharm. 2013, 40, 869–878, doi:10.3109/03639045.2013.789051. 

59. Elmowafy, M.; Shalaby, K.; Al‐Sanea, M.M.; Hendawy, O.M.; Salama, A.; Ibrahim, M.F.; Ghoneim, M.M. Influence of Stabilizer 

on the Development of Luteolin Nanosuspension for Cutaneous Delivery: An In Vitro and In Vivo Evaluation. Pharmaceutics 

2021, 13, 1812. https://doi.org/10.3390/pharmaceutics13111812. 

60. Liu, Y.; Wang, L.; Zhao, Y.; He, M.; Zhang, X.; Niu, M.; Feng, N. Nanostructured  lipid carriers versus microemulsions  for 

delivery of the poorly water‐soluble drug luteolin. Int. J. Pharm. 2014, 476, 169–177. https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2014.09.052. 

61. Jeong, Y.M.; Ha, J.H.; Park, S.N. Cytoprotective effects against UVA and physical properties of luteolin‐loaded cationic solid 

lipid nanoparticle. J. Ind. Eng. Chem. 2016, 35, 54–62. https://doi.org/10.1016/j.jiec.2015.12.014. 

62. Li, J.; Cheng, X.; Chen, Y.; He, W.; Ni, L.; Xiong, P.; Wei, M. Vitamin E TPGS modified liposomes enhance cellular uptake and 

targeted  delivery  of  luteolin:  An  in  vivo/in  vitro  evaluation.  Int.  J.  Pharm.  2016,  512,  262–272. 

https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2016.08.037. 

63. Dash, S.; Murthy, P.N.; Nath, L.; Chowdhury, P. Kinetic modeling on drug release from controlled drug delivery systems. Acta 

Pol. Pharm. 2010, 67, 217–223. 

64. Turanlı, Y.; Tort, S.; Acartürk, F. Development and characterization of methylprednisolone loaded delayed release nanofibers. 

J. Drug Deliv. Sci. Technol. 2018, 49, 58–65. https://doi.org/10.1016/j.jddst.2018.10.031. 

65. Shoueir, K.R.; El‐Desouky, N.; Rashad, M.M.; Ahmed, M.;  Janowska,  I.; El‐Kemary, M. Chitosan  based‐nanoparticles  and 

nanocapsules: Overview, physicochemical features, applications of a nanofibrous scaffold, and bioprinting. Int. J. Biol. Macromol. 

2020, 167, 1176–1197. https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2020.11.072. 

66. Sinha, V.; Singla, A.; Wadhawan, S.; Kaushik, R.; Kumria, R.; Bansal, K.; Dhawan, S. Chitosan microspheres as a potential carrier 

for drugs. Int. J. Pharm. 2004, 274, 1–33. https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2003.12.026. 

67. Zameer, S.; Ali, J.; Vohora, D.; Najmi, A.K.; Akhtar, M. Development, optimisation and evaluation of chitosan nanoparticles of 

alendronate against Alzheimer’s disease in intracerebroventricular streptozotocin model for brain delivery. J. Drug Target. 2020, 

29, 199–216. https://doi.org/10.1080/1061186x.2020.1817041. 

68. Mehla,  J.; Pahuja, M.; Gupta, Y.K. Streptozotocin‐Induced Sporadic Alzheimer’s Disease: Selection of Appropriate Dose.  J. 

Alzheimer’s Dis. 2013, 33, 17–21, doi:10.3233/jad‐2012‐120958. 

69. Sohn, E.; Lim, H.‐S.; Kim, Y.J.; Kim, B.‐Y.; Jeong, S.‐J. Annona atemoya Leaf Extract Improves Scopolamine‐Induced Memory 

Impairment by Preventing Hippocampal Cholinergic Dysfunction and Neuronal Cell Death.  Int.  J. Mol. Sci. 2019, 20, 3538. 

https://doi.org/10.3390/ijms20143538. 



Pharmaceutics 2022, 14, 1003  26  of  27 
 

 

70. Fronza, M.G.; Baldinotti, R.; Martins, M.C.; Goldani, B.; Dalberto, B.T.; Kremer, F.S.; Begnini, K.; Pinto, L.D.S.; Lenardão, E.J.; 

Seixas, F.K.; et al. Rational design, cognition and neuropathology evaluation of QTC‐4‐MeOBnE in a streptozotocin‐induced 

mouse model of sporadic Alzheimer’s disease. Sci. Rep. 2019, 9, 7276. https://doi.org/10.1038/s41598‐019‐43532‐9. 

71. Yoo, D.Y.; Choi, J.H.; Kim, W.; Nam, S.M.; Jung, H.Y.; Kim, J.H.; Won, M.‐H.; Yoon, Y.S.; Hwang, I.K. Effects of  luteolin on 

spatial memory, cell proliferation, and neuroblast differentiation in the hippocampal dentate gyrus in a scopolamine‐induced 

amnesia model. Neurol. Res. 2013, 35, 813–820. https://doi.org/10.1179/1743132813y.0000000217. 

72. Manek, E.; Darvas, F.; Petroianu, G.A. Use of Biodegradable, Chitosan‐Based Nanoparticles in the Treatment of Alzheimer’s 

Disease. Molecules 2020, 25, 4866. https://doi.org/10.3390/molecules25204866. 

73. Bromley‐Brits, K.; Deng, Y.; Song, W. Morris Water Maze Test for Learning and Memory Deficits in Alzheimerʹs Disease Model 

Mice. J. Vis. Exp. 2011, e2920. https://doi.org/10.3791/2920. 

74. Jang, S.; Dilger, R.N.; Johnson, R.W. Luteolin Inhibits Microglia and Alters Hippocampal‐Dependent Spatial Working Memory 

in Aged Mice. J. Nutr. 2010, 140, 1892–1898. https://doi.org/10.3945/jn.110.123273. 

75. Gehring, T.V.; Luksys, G.; Sandi, C.; Vasilaki, E. Detailed classification of swimming paths in the Morris Water Maze: Multiple 

strategies within one trial. Sci. Rep. 2015, 5, 14562. https://doi.org/10.1038/srep14562. 

76. Wagner, A.K.; Brayer, S.W.; Hurwitz, M.; Niyonkuru, C.; Zou, H.; Failla, M.; Arenth, P.; Manole, M.D.; Skidmore, E.; Thiels, E. 

Non‐spatial pre‐training in the water maze as a clinically relevant model for evaluating learning and memory in experimental 

TBI. Neurobiol. Learn. Mem. 2013, 106, 71–86. https://doi.org/10.1016/j.nlm.2013.07.006. 

77. Sharma, M.;  Gupta,  Y.  Chronic  treatment with  trans  resveratrol  prevents  intracerebroventricular  streptozotocin  induced 

cognitive impairment and oxidative stress in rats. Life Sci. 2002, 71, 2489–2498. https://doi.org/10.1016/s0024‐3205(02)02083‐0. 

78. Khalil, H.M.; Salama, H.H.; Al‐Mokaddem, A.K.; Aljuaydi, S.H.; Edris, A.E. Edible dairy formula fortified with coconut oil for 

neuroprotection  against  aluminium  chloride‐induced  Alzheimerʹs  disease  in  rats.  J.  Funct.  Foods  2020,  75,  104296. 

https://doi.org/10.1016/j.jff.2020.104296. 

79. Gerzson,  M.F.B.;  et  al.  Tannic  Acid  Ameliorates  STZ‐Induced  Alzheimer’s  Disease‐Like  Impairment  of  Memory, 

Neuroinflammation, Neuronal Death and Modulates Akt Expression. Neurotox. Res. 2020, 37, 1009–1017. 

80. Cevik, B.; Solmaz, V.; Yigitturk, G.; Cavusoğlu, T.; Peker, G.; Erbas, O. Neuroprotective effects of erythropoietin on Alzheimer’s 

dementia model in rats. Adv. Clin. Exp. Med. 2017, 26, 23–29. https://doi.org/10.17219/acem/61044. 

81. Fomeshi, M.K.; Azizi, M.G.; Esmaeili, M.R.; Gol, M.; Kazemi, S.; Ashrafpour, M.; Moghadamnia, A.A.; Hosseinzadeh, S. Piperine 

restores streptozotocin‐induced cognitive impairments: Insights into oxidative balance in cerebrospinal fluid and hippocampus. 

Behav. Brain Res. 2017, 337, 131–138. https://doi.org/10.1016/j.bbr.2017.09.031. 

82. Middeldorp,  J.;  Hol,  E.M.  GFAP  in  health  and  disease.  Prog.  Neurobiol.  2011,  93,  421–443. 

https://doi.org/10.1016/j.pneurobio.2011.01.005. 

83. Kenawy, S.; Hegazy, R.; Hassan, A.; El‐Shenawy, S.; Gomaa, N.; Zaki, H.; Attia, A.  Involvement of  insulin resistance  in D‐

galactose‐induced age‐related dementia  in rats: Protective role of metformin and saxagliptin. PLoS ONE 2017, 12, e0183565. 

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0183565. 

84. Koistinaho, M.; Lin,  S.; Wu XI, N.; Esterman, M.; Koger, D.; Hanson,  J.; Paul,  S.M. Apolipoprotein E  promotes  astrocyte 

colocalization and degradation of deposited amyloid‐beta peptides. Nat. Med. 2004, 10, 719–726. 

85. Zhao, S.‐S.; Yang, W.‐N.; Jin, H.; Ma, K.‐G.; Feng, G.‐F. Puerarin attenuates  learning and memory  impairments and  inhibits 

oxidative stress in STZ‐induced SAD mice. NeuroToxicology 2015, 51, 166–171. https://doi.org/10.1016/j.neuro.2015.10.010. 

86. Ali, T.; Kim, T.; Rehman, S.U.; Khan, M.S.; Amin, F.U.; Khan, M.; Kim, M.O. Natural Dietary Supplementation of Anthocyanins 

via PI3K/Akt/Nrf2/HO‐1 Pathways Mitigate Oxidative Stress, Neurodegeneration, and Memory Impairment in a Mouse Model 

of Alzheimer’s Disease. Mol. Neurobiol. 2018, 55, 6076–6093. 

87. Firuzi, O.; Moosavi, F.; Hosseini, R.; Saso, L. Modulation of neurotrophic signaling pathways by polyphenols. Drug Des. Dev. 

Ther. 2015, 10, 23–42. https://doi.org/10.2147/dddt.s96936. 

88. Chen, Y.; Liang, Z.; Blanchard, J.; Dai, C.L.; Sun, S.; Lee, M.H.; Grundke‐Iqbal, I.; Iqbal, K.; Liu, F.; Gong, C.X. A non‐transgenic 

mouse model  (icv‐STZ mouse) of Alzheimer’s disease: Similarities  to and differences  from  the  transgenic model  (3xTg‐AD 

mouse). Mol. Neurobiol. 2013, 47, 711–725. 

89. Theoharides, T.; Asadi, S.; Panagiotidou, S. A Case Series of a Luteolin Formulation (Neuroprotek®) in Children with Autism 

Spectrum Disorders. Int. J. Immunopathol. Pharmacol. 2012, 25, 317–323. https://doi.org/10.1177/039463201202500201. 

90. Kandimalla, R.; Manczak, M.; Yin, X.; Wang, R.; Reddy, P.H. Hippocampal phosphorylated  tau  induced cognitive decline, 

dendritic spine loss and mitochondrial abnormalities in a mouse model of Alzheimer’s disease. Hum. Mol. Genet. 2018, 27, 30–

40. 

91. Grieb,  P.  Intracerebroventricular  Streptozotocin  Injections  as  a Model  of  Alzheimer’s  Disease:  In  Search  of  a  Relevant 

Mechanism. Mol. Neurobiol. 2015, 53, 1741–1752. https://doi.org/10.1007/s12035‐015‐9132‐3. 

92. Adeli, S.; Zahmatkesh, M.; Dezfouli, M.A. Simvastatin Attenuates Hippocampal MMP‐9 Expression  in  the Streptozotocin‐

Induced Cognitive Impairment. Iran. Biomed. J. 2019, 23, 262–271. 

93. Ali, F.; Siddique, Y.H. Bioavailability and Pharmaco‐therapeutic Potential of Luteolin in Overcoming Alzheimer’s Disease. CNS 

Neurol. Disord. Drug Targets 2019, 18, 352–365. https://doi.org/10.2174/1871527318666190319141835. 

94. Zhao, S.; Zhang, L.; Yang, C.; Li, Z.; Rong, S. Procyanidins and Alzheimer’s Disease. Mol. Neurobiol. 2019, 56, 5556–5567. 



Pharmaceutics 2022, 14, 1003  27  of  27 
 

 

95. Liang, K.‐L.; Yu, S.‐J.; Huang, W.‐C.; Yen, H.‐R. Luteolin Attenuates Allergic Nasal Inflammation via Inhibition of Interleukin‐

4  in an Allergic Rhinitis Mouse Model and Peripheral Blood From Human Subjects With Allergic Rhinitis. Front. Pharmacol. 

2020, 11, 291. https://doi.org/10.3389/fphar.2020.00291. 

96. Hawkins, B.; Davis, T. The Blood‐Brain Barrier/Neurovascular Unit in Health and Disease. Pharmacol. Rev. 2005, 57, 173–185. 

https://doi.org/10.1124/pr.57.2.4. 

 


