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1. INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) € uma patologia neurodegenerativa de alta
prevaléncia e uma das principais causas de deméncia, manifestando sintomas
como perda de memoria e dificuldades em atividades diarias complexas (RASKIN
et al., 2015). Ademais, uma via frequentemente afetada em distlrbios como a DA
€ 0 aumento do estresse oxidativo em pacientes com a doenca (PENNISI et al.,
2016). O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre a producéo de
espécies reativas (ER) e sua neutralizacdo pelo sistema antioxidante, uma de suas
consequéncias resulta em um desequilibrio em macromoléculas do organismo,
como no caso dos lipideos (CHIAPINOTTO SPIAZZI et al., 2015).

Neste sentido, o tecido cerebral que apresenta alto teor lipidico e alto
consumo de oxigénio, torna-se suscetivel ao processo de peroxidacdo lipidica
(SULTANA; PERLUIGI; BUTTERFIELD, 2013). Todavia, a fisiopatologia da DA nao
esté totalmente esclarecida e, dado que os tratamentos disponiveis atualmente ndo
impedem completamente a progressdo da doenca, é importante investigar
possiveis alternativas terapéuticas, como no caso de compostos naturais.

Assim, a Curcumina (Cur) exibe propriedades antioxidantes que podem
estar envolvidas em uma promissora opcao terapéutica para impedir a progressao
da DA, entre outras atividades benéficas (YAVARPOUR et al., 2019). No entanto,
a biodisponibilidade reduzida da Cur limita sua aplicacéo terapéutica e formulaces
nanotecnoldgicas emergem como alternativa promissora, podendo gerar melhorias
na entrega da Cur (DUSKEY et al., 2017).

Neste estudo, empregou-se duas formulagcdes de nanocapsulas (Nc)
poliméricas carregadas com Cur: uma catiénica (Eudragit-EUD) e uma anibnica
(Policaprolactona - PCL). O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tratamento
com Cur livre e nanoencapsulada em um modelo de amnésia induzido por
escopolamina (ESC) em camundongos. Como teste comportamental foi realizado
o teste da esquiva inibitéria avaliando a memoaria aversiva de longo prazo, bem
como foram analisados os niveis de ER e espécies reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS) em cértex cerebral e hipocampo dos animais, como parametros oxidativos
ex Vivo.

2. METODOLOGIA
O trabalho foi conduzido em conformidade com as normas da Comissao de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Pelotas (CEEA
038773/2021-50). As formulagbes de Cur com polimero EUD (catibnica) e PCL
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(anidnica) foram realizadas na Universidade Federal do Pampa — Uruguaiana,
baseado em método previamente descrito (SANTOS et al., 2021).

Para avaliar o efeito dos tratamentos com Cur livre e Nc de Cur, foram
utilizados dois protocolos de tratamentos. Um protocolo correspondia a
administracdo diaria dos tratamentos (Protocolo 1) e outro correspondia a
tratamentos em dias alternados (Protocolo 2). Os camundongos machos adultos da
raca Swiss (25-30g) foram divididos aleatoriamente em 5 grupos experimentais (8
animais/grupo) para ambos os protocolos: Grupo | (controle); Grupo Il (Nc Cur
PCL); Grupo Il (Nc Cur EUD); Grupo IV (Cur livre); Grupo V (ESC). Os grupos | e
V receberam uma solugcdo de Tween 2% (10 ml/kg, via intragéstrica (i.g.) por
gavagem, veiculo de diluicdo do composto). O grupo Il foi tratado com Nc Cur PCL,
o grupo Il com Nc Cur EUD, e o grupo IV com Cur livre, todos a 10 mg/kg (i.g. por
gavagem). Trinta minutos depois, os grupos I, lll, IV e V receberam ESC (0,4
mg/kg, intraperitonealmente (i.p)), enquanto o grupo | recebeu solucdo salina a
0,9% (5 ml/kg, i.p., veiculo de diluicdo da ESC).

Trinta minutos apds a indugdo, os animais foram submetidos a testes
comportamentais, incluindo o teste de esquiva inibitéria para avaliar a memoéria
aversiva que sera apresentada neste trabalho. O teste ocorreu nos dias 10 e 11 do
protocolo experimental e consistiu em duas secdes. Primeiramente, foi realizado o
treino, onde os animais foram submetidos a estimulos elétricos de 0,5 mA por 2
segundos até que 0s animais permanecessem por 1 min na plataforma segura.
Vinte e quatro horas apos o treino foi realizado o teste, sendo cronometrado a
laténcia de descida do animal da plataforma, mas sem a exposi¢cdo ao estimulo
elétrico (SAKAGUCHI et al., 2006).

Ao final do protocolo, os animais foram anestesiados e eutanasiados por
meio de inalacao de isoflurano. Em seguida, os cortices cerebrais e hipocampos
foram removidos para avaliar os niveis de niveis de TBARS (OHKAWA; OHISHI;
YAGI, 1979) e de ER (LOETCHUTINAT et al., 2005). Os dados foram expressos
como média + erro padrdo da média (E.P.M.), de 8 animais por grupo. A andlise
estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via, seguidos pelo teste de
Tukey, quando apropriado. Os valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As Figuras 1A e 1B apresentam os resultados obtidos no teste da tarefa de
esquiva inibitoria. Foi possivel observar que todos os tratamentos preveniram de
maneira significativa a reducédo no tempo de laténcia de descida da plataforma,
causado pela inducdo com ESC, quando comparados com os controles. Este efeito
foi observado em ambos os protocolos de tratamentos, diarios e em dias alternados
(Fig 1A e Fig 1B).

Vale destacar que os camundongos tratados com Nc Cur PCL ou Nc Cur
EUD apresentaram um efeito mais significativo na atenuacdo na laténcia de
descida da plataforma reduzida pela ESC, em comparagdo com o grupo da Cur
livre. Com isto, constata-se que o tratamento proposto parece atenuar danos
cognitivos como do tipo amneésico, verificado no atual modelo.
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Figura 1. Efeito dos tratamentos no modelo induzido por escopolamina (ESC) na esquiva inibitoria
de reducado. No primeiro protocolo (1A), laténcia(s) para cair da plataforma na fase de teste, e no
segundo protocolo (1B), laténcia(s) para cair da plataforma na fase de teste. Os dados sédo relatados
como média + erro padrao da média (EPM) de 8 animais por grupo. (*) denota p < 0,05; (**) denota
p < 0,01; (****) denota p < 0,0001 em comparacdo com 0 grupo controle; (####) denota p < 0,0001
em comparacdo com o grupo ESC; (&&&&) denota p < 0,0001; (&&&) denota p < 0,001 em
comparacéao com o grupo PCL Cur (andlise de variancia unidirecional/teste de Tukey).

A Figura 2 apresenta os resultados referentes aos niveis de TBARS no
cortex cerebral (Figura 2A) e no hipocampo (Figura 2B) de camundongos. Ressalta-
se que todos os tratamentos foram eficazes em proteger contra o aumento dos
niveis de TBARS causados pela inducdo por ESC, em ambas as estruturas
cerebrais. No que se refere ao hipocampo (Figura 2B), é relevante destacar que as
Nc Cur EUD apresentaram uma diferenca estatisticamente significativa em relacéo
aos grupos Nc Cur PCL e Cur livre. Desta forma, a indugdo com ESC causou uma
peroxidacao lipidica no cortex cerebral e hipocampo dos camundongos, enquanto
os tratamentos modularam o desequilibrio oxidativo.
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Figura 2. Os tratamentos tiveram um efeito sintomatico benéfico contra o aumento do
comportamento do malondialdeido causado pela escopolamina (ESC) em (2A) cértices cerebrais,
(2B) hipocampos. Os valores de atividade enzimatica séo expressos em nmol de malondialdeido/mg
de proteina. Os dados séo relatados como média + erro padrdo da média (EPM) de 8 animais por
grupo. (****) denota p < 0,0001 em comparagdo com o grupo controle; (####) denota p < 0,0001 em
comparacédo com o grupo ESC; (@) denota p < 0,05 em comparacado com o grupo Cur livre; (&&)
denota p < 0,01; em comparacdo com a analise de variancia unidirecional do grupo PCL Cur/teste
de Tukey).

A Figura 3 apresenta os niveis de ER no cértex cerebral (Figura 3A) e no
hipocampo (Figura 3B) dos camundongos. Todos os tratamentos realizados foram
eficazes em proteger frente o aumento dos niveis de ER, causado pela
administracdo de ESC, em ambas as estruturas cerebrais. No cortex cerebral
(Figura 3A), € importante ressaltar que ambas Nc apresentaram diferencas
estatisticamente significativas em relacéo ao grupo Cur livre, e que além disso, 0
grupo Nc Cur EUD também foi diferente estatisticamente do grupo Nc Cur PCL.
Portanto, observa-se um aumento de estresse oxidativo a nivel de ER apos a
indugdo com ESC nas estruturas cerebrais, e os tratamentos atenuaram esse
desequilibrio oxidativo.
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Figura 3. Os tratamentos tiveram um efeito sintomético benéfico contra o aumento dos niveis de
RS causados por escopolamina (ESC) nos (9A) cortices cerebrais, (9B) hipocampos. Os valores da
atividade enzimatica séo expressos em fluorescéncia DCF. Os dados séo relatados como média +
erro padrdo da média (EPM) de 8 animais por grupo. (****) denota p < 0,0001 em comparagao com
0 grupo controle; (####) denota p < 0,0001 em compara¢édo com o grupo ESC; (@@ @) denota p <
0,001 em comparacao com o grupo Cur livre; (&&&&) denota p < 0,0001 em compara¢cédo com o
grupo PCL Cur (andlise de variancia unidirecional/teste de Tukey).

4. CONCLUSOES

Pode-se concluir que ha indicios que os tratamentos com Cur livre e Nc de
Cur em ambas as formulacdes propostas desempenham um efeito protetor frente
aos parametros oxidativos e cognitivos no modelo de amnésia induzida por ESC
em camundongos. Especificamente, nestes parametros aqui demonstrados as Nc
demonstraram um efeito mais significativo, em relacdo a Cur livre, resultado
esperado, uma vez que Nc tendem a aumentar a biodisponibilidade de moléculas.
Entretanto, € fundamental aprofundar as pesquisas relacionadas aos mecanismos
de acado desses compostos em processos cognitivos.
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