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1. INTRODUGCAO

A doencga de Alzheimer (DA) € um transtorno neurodegenerativo progressivo
de ocorréncia comum na senescéncia, sendo a deméncia uma das principais com-
plicagdes que acarretam a perda de memoria (HOU et al., 2019). Contudo, é pos-
sivel estabelecer a associagao entre o declinio cognitivo com outras comorbidades,
tais como depressao e ansiedade, por meio dos sintomas neuropsiquiatricos envol-
vidos entre estas (ASMER et al., 2018). E importante salientar que a depressao e
ansiedade em pacientes com transtornos neurodegenerativos pode ser subdiag-
nosticada, o que enfatiza a necessidade de terapias voltadas para as especificida-
des de pacientes com estas comorbidades (ORTIZ et al., 2021).

Ademais, algumas combinag¢des de terapias para DA e transtornos neuropsi-
quicos tem sido desconsiderada em alguns casos, como por exemplo de anti-
depressivos anticolinérgicos que podem antagonizar os inibidores da acetilcolines-
terase (AChE) (WHO, 2020; ORTIZ et al., 2021). Neste sentido, a busca por novos
tratamentos eficazes, com direcionamento especifico e efetividade sdo de grande
valia para os casos de pacientes com declinio cognitivo e comorbidades neuropsi-
quicas.

Neste sentido, a nanotecnologia vem apresentando destaque no desenvolvi-
mento de novas moléculas, principalmente por suas propriedades fisico-quimicas
como de prolongar o tempo de agdo do tratamento e apresentar efeito em sitio
especifico (BABAZADEH et al., 2020; TEIXEIRA et al., 2020). Com isso, a Curcu-
mina (Cur) apresenta propriedades relevantes, como antioxidante, retardando pro-
gressao da DA, entre outras atividades (YAVARPOUR et al., 2019), porém com
algumas limitagcdes sobre estabilidade.

Assim, com a intengao de melhorar as limitagdes de liberacédo e estabilidade
apresentadas pela Cur livre, utilizamos duas formulagdes de nanoparticulas carre-
gadas de Cur, uma catiénica (Eudragit-EUD) e uma aniénica (Polissorbato 80 -
P80), com intuito de comparar o efeito da Cur incorporada em nanoformulagdes e
na forma livre. Neste sentido, o objetivo do estudo foi investigar as formulagdes de
nanoparticulas carregadas de Cur em um modelo de amnésia induzida por esco-
polamina (ESC) em camundongos, bem como o envolvimento dos niveis espécies
reativas (ER) como parametro oxidativo.

2. METODOLOGIA

A Cur (pureza de 65%), bem como o processo de nanoencapsulagdo com
EUD (catibnica) e P80 (anibnica) foi realizado na Universidade Federal do Pampa
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— Uruguaiana, baseado em método previamente descrito (SANTOS et al., 2021),
sendo utilizadas na concentragao de 0,6 mg/ml. O experimento foi conduzido de
acordo com normas preconizadas pela Comiss&o de Etica em Experimentagéo Ani-
mal na Universidade Federal de Pelotas (CEEA 038773/2021-50).

Foram utilizados camundongos machos adultos da raga Swiss (25-30g). Os
animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos experimentais (8 ani-
mais/grupo): Grupo | (controle); Grupo Il (Nc Cur P80 + ESC); Grupo Ill (Nc Cur
EUD + ESC); Grupo IV (Curc + ESC) e Grupo V (ESC); Grupo VI (Donepezila,
Done). Inicialmente, os grupos | e V receberam uma solu¢do de tween 2% (10
ml/kg, veiculo de diluigdo da Cur); o grupo Il foram tratados com Nc Cur P80 (10
mg/kg), Ill foram tratados com Nc Cur EUD (10 mg/kg) e IV foram tratados com Cur
livre (10 mg/kg), enquanto grupo VI recebeu o controle positivo Done (10 mg/kg).
Os tratamentos foram realizados em dias alternados, todas por via intragastrica
(i.g.) via gavage. Trinta minutos apds os tratamentos, os grupos I, I, IV, V e VI
receberam ESC (0,4 mg/kg, intraperitonealmente (i.p.)), € o grupo | recebeu solu-
¢ao salina a 0,9% (5 ml/kg, i.p., veiculo de ESC).

Apos trinta minutos de indugado, os animais foram submetidos os testes com-
portamentais. No dia 8 do protocolo foi realizado o teste do Labirinto em Cruz Ele-
vada (LCE) para avaliar o comportamento do tipo-ansioso ao avaliar a frequéncia
de entradas nos bragos abertos e fechados e a permanéncia nos bragos abertos
por periodo de 5 minutos (SARTER et al., 1988). No dia 9 foi realizado o teste da
suspensao da cauda (TSC) para avaliar o comportamento do tipo-depressivo atra-
vés do comportamento de imobilidade por um periodo de 6 minutos (STERU et al.,
1985).

Ao final do protocolo, os animais foram anestesiados com overdose de
isoflurano, sendo entao retirados os cortices cerebrais e hipocampo para avaliagao
dos niveis de ES (LOETCHUTINAT et al., 2005). Os niveis de ER foram expressos
por diclorofluoresceina (DFC). Os dados foram expressos como meédia + erro pa-
drdo da média (E.P.M.), de 8 animais por grupo. A analise estatistica foi realizada
utilizando ANOVA de uma via, seguidos pelo teste de Tukey. Os valores de p <
0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1A e 1B demonstra o efeito dos tratamentos no comportamento do
tipo-depressivo através do teste no LCE. A ESC causou uma diminui¢do no numero
de entrada nos bragos abertos (Figura 1A), bem como no tempo de permanéncia
nos bracgos abertos (Figura 1B). As formulagcdes de Nc com tratamento em dias
alternados permaneceram exercendo seu efeito, diferentemente da Cur Livre. O
tratamento com Nc Cur EUD (catiénica) destacou-se frente aos outros tratamentos
realizados. Evidencia-se que a Nc Cur EUD apresentou uma melhora importante,
0 que é esperado com os nanosistemas, uma vez que prolongou o efeito mesmo
com tratamentos em dias alternados. A formulagdo com polimeros de carga ca-
tibnica, como EUD, tem caracteristicas de aumentar o tempo de agao de moléculas
por proteger frente degradagcédo no suco gastrico, que corrobora com os achados
presentes neste trabalho.

A Figura 1C representa o resultado no TSC. A indugdo com ESC aumentou o
tempo de imobilidade dos animais, indicando um comportamento do tipo-depres-
sivo. Enquanto que os diferentes tratamentos foram capazes de manter este efeito
quando comparado com o grupo Cur Livre. Com este resultado, demonstra-se que
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0 processo de nanoencapsulagao da Cur e o tratamento em dias alternados apre-
senta efeito do tipo-ansiolitico, diferente do tratamento com a Cur livre.
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Figura 1. Avaliagdo do efeito dos diferentes tratamentos frente o teste labirinto em
cruz elevada (LCE) em relagdo ao tempo de permanéncia nos bragos abertos (A),
tempo de entrada nos bragos abertos (B) e no teste de suspens&o o tempo de imo-
bilidade (C). (****) indicam p < 0,0001, quando comparado ao grupo controle; (####)
indicam p < 0,0001 quando comparado com o grupo ESC; (&&&&) indica p<0,0001
e (&) indica p<0,05 quando comparado com Cur; (@@@) indicam p<0,001 quando
comparado com Nc Cur P80.

A Figura 2 representa os niveis de ER no cértex (Figura 2A) e hipocampo
(Figura 2B) dos camundongos. E possivel observar que a ESC causou um aumento
nos niveis de ER em ambas estruturas avaliadas, e que os tratamentos avaliados
protegeram frente este aumento. Mais especificamente, Nc Cur EUD apresentou
uma redugdo mais significativa nos niveis de ER quando comparada aos outros
tratamentos. Sabe-se que o processo de neurodegeneragao causa uma disfungao
mitocondrial, que pode impactar na produg¢ao excessiva de ER, corroborando com
os achados deste estudo onde observou-se um aumento de ER causado pela ESC
(YAVARPOUR, 2019).
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Figura 2. Avaliagédo do efeito dos diferentes tratamentos frente o nivel de espécies
reativas (ER). (****) indicam p < 0,0001, quando comparado ao grupo controle;
(####) indicam p < 0,0001 quando comparado com o grupo ESC; &&&& indica
p<0,0001 quando comparado com Cur; @@@ indicam p<0,001 quando compa-
rado com Nc Cur P80.

4. CONCLUSOES
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Em conclusao, o presente estudo demonstrou que o tratamento com a formu-
lacdo de Nc Cur EUD em dias alternados apresenta efeito do tipo-ansiolitico e do
tipo-antidepressivo, diferentemente do tratamento com Curc livre. Ademais, os tra-
tamentos realizados foram capazes de proteger frente a produgéo excessiva de ER
em estruturas cerebrais, indicando uma melhora frente este parametro oxidativo.
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