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Resumo:

INTRODUCAO: A doenca de Alzheimer (DA) é um distirbio neurodegenerativo e aforma mais comum
de deméncia. A neuroinflamacdo é um fator importante na patogénese da DA, que inclui a ativacdo de
células da glia e a expressdo de mediadores inflamatérios como o NF-kB. A curcumina foi investigada
Ccomo um composto potencial para a prevengdo e tratamento da DA. No entanto, 0 uso de curcuminain
vivo ainda é limitado pela sua baixa biodisponibilidade devido a sua instabilidade em condictes
fisiol6gicas que podem ser contornadas com a nanotecnologia. Em seguida, o objetivo deste trabalho foi
investigar os efeitos de nanocdpsulas com nucleo lipidico carregadas com curcumina em um modelo de
DA induzido pelo peptideo -amil6ide. METODOL OGIA: Camundongos receberam curcumina livre (50
mg / kg) ou nanoencapsulada (1 ou 10 mg / kg) por via orad durante 14 dias apOs injecéo
intracerebroventricular de A1-42 ou veiculo (CEUA n° 002/2015). Apds o tratamento, os camundongos
foram submetidos ao teste Morris Water Maze para avaliar a memoria espacial. Apos o teste
comportamental, os camundongos foram eutanasiados e o hipocampo, o cortex pré-frontal e 0 sangue
foram removidos para andlises bioquimicas. Os resultados foram avaliados utilizando anadlise de
variancia (ANOVA), seguida do teste de Ducan. RESULTADOS. Os resultados indicam que o
tratamento foi capaz de atenuar o comprometimento da memoria causado pela proteina A1-42. Além
disso, a curcumina nanoencapsulada (10 mg / kg) teve um efeito significativo na reducdo dos danos a
memoria causados pelo peptideo, alem de diminuir os niveis de NF-kB induzidos por A1l-42 em
comparagao com a curcuminalivre, sugerindo que a entrega de curcumina em nanoparticulas ultrapassou
sua instabilidade. Nenhum efeito toxico foi observado com o tratamento com nanocépsulas. Concluimos
gue a curcumina € capaz de modular a neuroinflamacdo na DA, reduzindo os danos ao cérebro e sua
forma nanoencapsul ada potencializa seus efeitos.
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AVALIACAO DE NANOCAPSULAS DE NUCLEO LIPIDICO CONTENDO
CURCUMINA EM MODELO ANIMAL DA DOEN CA DE ALZHEIMER

1 INTRODUCAO

A Doenca de Alzheimer (DA) € um distirbio neurodegenerativo cronico e a forma mais
comum de deméncia em pessoas idosas. A perda progressiva da memoria e das fungdes
cognitivas sdo os principais sintomas clinicos apresentados por pacientes afetados pela DA
(Choi et al., 2014). Nos dias de hoje, a DA acomete milhdes de pessoas no mundo. No Brasil,
pesquisas mostram que em pessoas com mais de 65 anos que apresentavam deméncia a DA
era responsavel por 55% dos casos (Brasil, 2017).

A neuroinflamacdo é um fator importante na patogénese da DA, que inclui a ativacdo de
células da glia e a expressao de mediadores inflamatérios como o fator de transcricdo nuclear
kappa B (NF-kB). No Sistema Nervoso Central (SNC) os NF-kB sdo ativados por
neuropatologias e apoptose, mas também participam da regulacdo de atividades neurais ndo-
patolégicas, como sinalizacdes sindpticas envolvidas no aprendizado e na memoria (Franco,
2010).

A curcumina (CURC) € extraida da Curcuma longa, conhecida na culindria como agafrdo. A
CURC fo1 investigada como um composto potencial para a prevengdo e tratamento da DA por
ter propriedades anti-inflamatérias (Labann, 2014). No entanto, o uso de curcumina in vivo
ainda é limitado pela sua baixa biodisponibilidade devido a sua instabilidade em condi¢des
fisiologicas que podem ser contornadas com a nanotecnologia.

Para superar as barreiras do SNC o0 uso de sistemas nanoparticulados vem-se mostrando
promissor (Gregori et al., 2015). Diante disso, este trabalho tem como objetivo investigar os
efeitos de nanocapsulas com ntcleo lipidico carregadas com curcumina em um modelo de DA
induzida pelo peptideo B-amildide (AP1-42).

2 METODOLOGIA

As nanocdpsulas (NC) foram preparadas através do método de deposicdo interfacial de
polimero, que consiste em duas fases: orginica e aquosa, onde a organica serd vertida sobre a
aquosa. Ap6s 10 minutos, o solvente é evaporado em evaporador rotatério sob pressao
reduzida até atingir o volume de 10mL.

Os camundongos foram tratados com curcumina livre (50 mg/kg) ou nanoencapsulada (1 ou
10 mg/kg) durante 14 dias apds receberem injecdo intracerebroventricular (i.c.v.) de AB1-42
ou veiculo. No dia 15 eles foram submetidos ao teste Morris Water Maze para avaliar a
memoria espacial. Para a realizacdo desse teste os camundongos sdo colocados em uma
piscina com dgua contendo quatro quadrantes — norte, sul, leste e oeste — e uma placa central
que era o ponto de partida. Esse procedimento foi baseado no descrito por Prediger et al
(2007). Apds 24 horas os camundongos foram eutanasiados, tendo o cortex pré-frontal,
hipocampo e sangue retirados para as andlises bioquimicas. Todos os procedimentos
realizados com os animais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA, protocolo 002/2015) da Universidade Federal do Pampa, Brasil.

Os niveis de NF-kB foram determinados utilizando o kit de ensaio InstantOne ELISA NF-kB
p65, conforme as instrucdes do fabricante. Sucintamente, o hipocampo, o cortex pré-frontal e
o soro foram homogeneizados com tampao de lise do kit especifico, os lisados foram
centrifugados e o sobrenadante foi removido para andlise. Amostra, controle negativo e
controle positivo foram incubados com cocktail de anticorpos seguido pelo Reagente de
Detec¢do. A solucdo de paragem foi adicionada e a absorbancia foi medida num leitor de
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microplacas (450 nm). Os niveis de NF-kB foram expressos como densidade 6ptica relativa /
mg de proteina.

As andlises estatisticas realizadas para os resultados foram a Andlise de variancia (ANOVA),
seguida do teste de Ducan.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO

A partir do teste de Morris pode-se avaliar o tempo de laténcia para escape € o tempo
que os animais permaneceram no quadrante correto. Os resultados encontrados elucidam que
o tratamento com a CURC, tanto livre quanto nanoencapsulada, foi capaz de melhorar a
memoria dos animais quando comparados aos que receberam somente veiculo. Estes
resultados sdo semelhantes aos encontrados por Hoppe et al. (2013), que desenvolveram
nanocapsulas de nicleo lipidico carregadas com CURC e demonstraram que a administracao
de CURC foi eficaz na prevencdo de deficiéncias comportamentais.Os animais tratados com a
CURC permaneceram mais tempo no quadrante correto. Em relacdo ao tempo de lat€éncia
(procura pelo quadrante), os animais que nio receberam nenhum tipo de tratamento tiveram
sua memoria prejudicada pelo AB1-42, pois necessitaram de mais tempo para encontra- lo.

As citocinas inflamatérias tem um papel critico na neurodegeneracdo da DA. Sabe-se
que o APB1-42 ¢ capaz de ativar o NF-kB e todas as citocinas pro-inflamatérias (He et al,
2011). Neste estudo observou-se que o AB1-42 aumentou os niveis de NF-kB no hipocampo,
cortex pré-frontal e no sangue dos animais nao tratados, confirmando a neuroinflamacao. Ha
estudos que comprovam que a CURC tem um efeito inibitério na ativacio do NF-xB
(Manikandan et al., 2011; Huang et al., 2017; Akaishi e Abe, 2018) que foi comprovado com
a diminui¢do nos niveis de NF-«xB dos animais tratados com CURC.

Os resultados encontrados evidenciam a atividade da CURC frente ao AB1-42, pois ela
foi capaz de atenuar a perda de memoria dos animais, sendo que a CURC nanoencapsulada
(10mg/k g) apresentou resultados significativos em comparacdo com a CURC livre, sugerindo
que a entrega de curcumina em nanoparticulas ultrapassou sua instabilidade. Nenhum efeito
toxico foi observado com o tratamento com nanocdpsulas.

4 CONSIDERA COES FINAIS

Este trabalho demonstra que a CURC € capaz de modular a neuroinflamacido na DA, sendo
que sua forma nanoencapsulada potencializou seus efeitos contornando as barreiras
fisiologicas. A partir disso pode-se sugerir que formulagdes de nanoparticulas podem permitir
o uso de doses menores e fornecer uma nova abordagem terapéutica para o tratamento da DA.

REFERENCIAS

AKAISHI, T.; ABE, K. CNB-001, a synthetic pyrazole derivative of curcumin, suppresses
lipopolysaccharide-induced nitric oxide production through the inhibition of NF-kB and p38
MAPK pathways in microglia. European Journal of Pharmacology. v. 819, p. 190-197, 2018.

BRASIL, MINISTERIO DA SAUDE. Secretaria de Atengcdo a Saude. Protocolo Clinico e
Diretrizes Terapéuticas da Doenca de Alzheimer. Portaria Conjunta n° 13, de 28 de novembro
de 2017. Brasilia (DF), 2017.

Anais do 10° SALAO INTERNACIONAL DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO - SIEPE
Universidade Federal do Pampa | Santana do Livramento, 6 a 8 de novembro de 2018



CHOI, Y.H. et al. Vaccinium uliginosum L. Improves Amyloid B Protein-Induced Learning

and Memory Impairment in Alzheimer’s Disease in Mice. Prev. Nutr. Food Sci., v. 19, p.
343-347, 2014.

FRANCO, D.G. Fator de transcrigdo nuclear Kappa B no sisttma nervoso central: do
fisiologico ao patoldgico. Revista da Biologia. v. 4, p. 35-39, 2010.

GREGORI, M.; MASSERINI, M.; MANCINI, S. Nanomedicine for the treatment of
Alzheimer's disease. Nanomedicine. v. 10, p. 1203—-1218, 2015.

HE, F.Q. et al Tetrandrine attenuates spatial memory impairment and hippocampal
neuroinflammation via inhibiting NF-kB activation in a rat model of Alzheimer's disease
induced by amyloid-p (1-42). Brain research. v 1384, p. 89 — 96, 2011.

HOPPE, J.B. et al. Free and nanoencapsulated curcumin suppress PB-amyloid-induced
cognitive impairments in rats: involvement of BDNF and Akt/GSK-3[ signaling pathway.
Neurobiol. Learn. Mem. v. 106, p. 134-144, 2013.

HUANG, F. et al. Curcumin inhibits gastric cancer-derived mesenchymal stem cells mediated
angiogenesis by regulating NF-xB/VEGF signaling. Am J Transl Res 12 p. 5538 — 5547,
2017.

LABBAN, L. Medicinal and pharmacological properties of Turmeric (Curcuma longa): A
review. Int J Pharm Biomed Sci., v. 5, n. 1, p. 17-23, 2014.

MANIKANDAN, R. et al. Ameliorative effects of curcumin against renal injuries mediated
by inducible nitric oxide synthase and nuclear factor kappa B during gentamicin-induced
toxicity in Wistar rats. European Journal of Pharmacology. v. 670, p. 578-585, 2011.

PREDIGER, R.D. et al. Differential susceptibility following beta-amyloid peptide-(1-40)
administration in C57BL/6 andSwiss albino mice: Evidence for a dissociation between
cognitive deficits and the glutathionesystem response. Behav. Brain Res. v. 177, p. 205-213,
2007.

Anais do 10° SALAO INTERNACIONAL DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO - SIEPE
Universidade Federal do Pampa | Santana do Livramento, 6 a 8 de novembro de 2018



