unipampa
Universidade Federal do Pampa
CAMPUS URUGUAIANA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOQUIMICA

RENATA GIACOMELI

CARACTERIZACAO BIOLOGICA DE NANOPARTICULAS CONTENDO
CURCUMINA

Uruguaiana
2019



RENATA GIACOMELI

CARACTERIZACAO BIOLOGICA DE NANOPARTICULAS CONTENDO
CURCUMINA

Tese apresentada ao programa de Pds-graduacao
Stricto Sensu em Bioquimica da Universidade
Federal do Pampa, como requisito parcial para
obtencéo do Titulo de Doutora em Bioquimica.

Orientadora: Profd. Dr2. Sandra Elisa Haas

Co-orientador: Prof. Dr. Cristiano Ricardo Jesse

Uruguaiana

2019



Ficha catalografica elaborada automaticamente com os dados fomecidos
pelo(a) autor(a) através do Madulo de Biblioteca do
Sistema GURI (Gestao Unificada de Recursos Institucionais) .

G4z25c

Giacomeli, Renata

Caracterizagio biolégica de nancparticulas contendo
curcumina / Renata Giacomeli.

74 p.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal do Pampa, DOUTORADOD
EM BIOQUIMICA, 2019.
"Orientagfo: Sandra Elisa Haas".

1. Wanoparticulas. 2. Curcumina. 3. Dosnga de Alzheimer. 4.
Gestacdc. I. Titulo.




RENATA GIACOMELI

CARACTERIZACAO BIOLOGICA DE NANOPARTICULAS CONTENDO
CURCUMINA

Tese apresentada ao programa de Pds-graduacao
Stricto Sensu em Bioquimica da Universidade
Federal do Pampa, como requisito parcial para
obtencéo do Titulo de Doutora em Bioquimica.

Area de concentracdo: Bioprospeccido molecular

Tese apresentada e aprovada em 31 de agosto de 2019.

Banca examinadora:

R

Prof*. Dr’/Sandra Eli@aas

Orientadora
(UNIPAMPA)

Iy

Prof ®. Dr*. Francielli Weber Santos Cibin
(UNIPAMPA)

““Prof *. Dr*. Mauren Aséis de Souza
(UNIPAMPA)

«N Muj ) Q\)’) OL( / Q)’\
CUDr. Marcelo'Gomes de Gomes
(UNIPAMPA)

//(M'NW/M

“—  Prof*. Dr*. Karina Paese
(UFRGS)




AGRADECIMENTOS

A Deus, por tudo.

Aos meus queridos pais Paulo e Loreci, por todo apoio nesta caminhada, vocés sdo a base de
tudo, amo infinitamente vocés!

Ao meu irmdo, fonte de inspira¢do, quando eu crescer quero ser que nem tu! Te amo.

Ao meu namorado Vinicius, pelo apoio constante desde o inicio em todos os “altos e baixos”
dessa caminhada. Obrigada por entender cada lagrima derramada. Tu és o melhor
companheiro de vida que eu poderia escolher, te amo!

Ao Prof. Dr. Cristiano Ricardo Jesse por ter aberto as portas do LAFTAMBIO e da pds-
graduacédo pra mim.

A minha orientadora Prof.* Dr* Sandra Elisa Haas, por ter segurado essa “bomba” aqui aos 30
meses de doutorado, por ter me mostrado o caminho (ou me colocado nele). Espero que eu
ndo tenha decepcionado! Obrigada por cuidar tdo bem dos teus “amadinhos”.

Aos colegas do laboratorio LABFAR (Flavia, Felipe, Camila, Renata B., Tamara, Kelly,
Manoel, Gabi, Daniel e Ana) por toda a ajuda no desenvolvimento deste trabalho (que néo foi
pouca), todas as infindaveis horas de experimento, mas muito mais do que isso, pela forma
como vocés me acolheram no “419”. Flavia, Felipe e Camila vocés sdo os melhores IC’s do
mundo! Obrigada pela amizade e vérias horas de conversas reflexivas no lab. Vocés moram
no meu coracgéo!

Aos colegas e amigos do HUVet pelo apoio e compreensao nas horas de auséncia.

Ao Laboratdrio Biotech, em especial a Juliana e ao Cristiano pela ajuda com a andlise das
interleucinas e ao Diogo pela ajuda com os hemogramas.

A UNIPAMPA pela oportunidade e por esses mais de 10 anos de aprendizado constante.

A banca examinadora pela disponibilidade em avaliar o meu trabalho.



RESUMO

CARACTERIZACAO BIOLOGICA DE NANOPARTICULAS CONTENDO
CURCUMINA

A aplicacdo da nanotecnologia na medicina € uma estratégia promissora. O uso de
nanocarreadores visa modificar a biodistribuicdo e passagem transmembrana de farmacos a
fim de melhorar seu desempenho em termos de eficacia e reduzir seus efeitos colaterais ao
transportar seletivamente as moléculas ativas para os tecidos-alvo. A barreira sangue-cérebro
é um sistema complexo e altamente regulatério cujo efeito restritivo acaba limitando a terapia
de diversas neuropatologias, entre elas a Doenca de Alzheimer (DA). Outra membrana
importante e cujo estudo de farmacos nanoencapsulados e seus efeitos sobre o feto tem sido
pouco estudada € a membrana placentaria. A utilizacdo de farmacos na gestacdo é arriscada,
no entanto, o tratamento de doencas que acometem a mde ou o feto é fundamental. A
curcumina (CURC) é um polifenol extraido do rizoma da Curcuma longa L., cujas
propriedades protetoras e terapéuticas sao amplamente difundidas, mas apresenta baixa
estabilidade e biodisponibilidade. Nesse intuito, a nanotecnologia pode ser uma alternativa
para carrear a curcumina, modificando sua passagem através de membranas biologicas. Nesse
contexto, esse trabalho avaliou os efeitos de nanocapsulas de nucleo lipidico contendo CURC
(CUR-LNC) em um modelo animal de DA e em um modelo animal de gestacéo.
Primeiramente foram utilizados camundongos Swiss, 0s quais receberam injecédo
intracerebroventricular de AP;.42. Os animais foram tratados via oral por 14 dias com Salina,
CURC (50 mg/kg), LNC (10 mg/kg) e LNC (1 mg/kg). No 14° e 15° dia os animais foram
submetidos ao teste comportamental e posteriormente a eutanasia. LNC exibiu neuroprotecéao
significativa contra as alteragdes comportamentais e neuroquimicas induzidas por APi-s2
mesmo em doses 10 e 50 vezes menores que a curcumina livre. Esses dados sugerem que a
nanoencapsulacdo da curcumina pode constituir uma alternativa preventiva e terapéutica
promissora para DA. Posteriormente, foi avaliada a toxicidade pré-natal das LNC.. As fémeas
gravidas foram submetidas a eutandsia no DG 20, seguida de exame materno e fetal. Os
resultados mostraram que ndo houve diferenca na evolucdo ponderal das fémeas prenhes,
assim como nos parametros hematolégicos e hormonais, indicando a auséncia de toxicidade
materna. Ndo foram observadas anomalias externas ou atraso no desenvolvimento fetal.
CURC e LNC reduziram os niveis de TNF-a na placenta. Da mesma forma, ndo foram
observadas alteracfes histopatoldgicas na placenta. Mais estudos sdo necessarios para avaliar
a biodistribuicdo das nanoparticulas durante o periodo gestacional. Este trabalho demonstrou
que nanocapsulas do nucleo lipidico ndo causaram efeitos toxicos maternos ou fetais, o que
ird facilitar o desenvolvimento de futuras terapias destinadas a tratar e gerir gravidezes
complicadas.

Palavras-chave: curcumina; nanoparticulas; nanocapsulas do ndcleo lipidico; doenca de
Alzheimer, gestacéo;



ABSTRACT

BIOLOGICAL CHARACTERIZATION OF NANOPARTICLES CONTAINING
CURCUMIN

The application of nanotechnology in medicine is a promising strategy. The use of safe,
biocompatible and biodegradable nanocarriers aims at modifying the biodistribution and
transmembrane passage of drugs in order to improve their efficacy performance and reduce
their side effects by selectively transporting active molecules to target tissues. Blood-brain
barrier is a complex and highly regulatory system whose restrictive effect ultimately limits the
therapy of several neuropathologies, including Alzheimer's disease (AD). Another important
membrane whose study of nanoencapsulated drugs and their effects on the fetus has been
poorly studied is the placental membrane. The use of drugs during pregnancy is risky,
however, the treatment of diseases that affect the mother or fetus is fundamental. Curcumin
(CURC) is a polyphenol extracted from Curcuma longa L. rhizome, whose protective and
therapeutic properties are widespread but have low stability and bioavailability. Thus,
nanotechnology may be an alternative to carry curcumin by modifying its passage through
biological membranes. In this context, this work evaluated the effects of CURC-containing
lipid core nanocapsules (LNC) in an animal model of AD and in an animal model of
gestation. First, Swiss mice were used, which received AP, intracerebroventricular
injection. Animals were treated orally for 14 days with Saline, CURC (50 mg/kg), LNC (10
mg/kg) and LNC (1 mg/kg). On the 14th and 15th day the animals were submitted to
behavioral test and later to euthanasia. LNC showed significant neuroprotection against AB1-
42-induced behavioral and neurochemical changes even at doses 10 and 50 times lower than
free curcumin. These data suggest that curcumin nanoencapsulation may be a promising
preventive and therapeutic alternative for AD. Subsequently, LNC prenatal toxicity was
evaluated. Pregnant females were euthanized at GD 20, followed by maternal and fetal
examination. The results showed that there was no difference in the weight evolution of the
dams, as well as in hematological and hormonal parameters, indicating the absence of
maternal toxicity. No external anomalies or delayed fetal development were observed. CURC
and LNC reduced placental TNF-a levels. Similarly, no histopathological changes were
observed in the placenta. Further studies are needed to evaluate nanoparticle biodistribution
during pregnancy. This study showed that lipid-core nanocapsules did not cause maternal or
fetal toxic effects, which will facilitate the development of future therapies to treat and
manage complicated pregnancies.

Palavras-chave: curcumin; nanoparticles; lipid-core nanocapsules; Alzheimer's disease,
pregnancy;
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia € uma ciéncia que se dedica ao estudo de materiais em escala
nanométrica, podendo ser aplicada em diferentes areas, tais como engenharia, ciéncia da
computacdo, quimica, biologia e na medicina. Desta forma, na medicina a nanotecnologia
pode ser aplicada com o objetivo preventivo, diagnostico e terapéutico de doencas (Flihmann
et al., 2019). Uma dessas aplicacdes é o carregamento de farmacos em nanotransportadores,
com o objetivo de entrega a tecidos especificos, vantagem que muitas vezes o farmaco livre
ndo oferece (Bilia et al., 2017; Zhao et al., 2019). Nanoparticulas poliméricas sao
nanotransportadores que tém sido intensivamente investigados na medicina devido as suas
caracteristicas de biocompatibilidade e biodegradacgdo, além de apresentarem baixa toxicidade
(Frank et al., 2015; Pereira et al., 2019; Venditti, 2019). Nanocépsulas de nucleo lipidico
(LNC) sdo um tipo de nanoparticulas poliméricas, apresentando-se como um veiculo
promissor com potencial para encapsulacdo de farmacos com alta lipofilicidade (Venturini et
al., 2011, Sandri et al., 2019).

Nosso organismo apresenta diversas membranas bioldgicas, cuja a funcéo € regular a
passagem de substéncias para determinados tecidos (Doran et al., 2013). Essas membranas
acabam atuando como barreiras para a passagem de farmacos. Neste trabalho, demos atencéo
a duas barreiras bioldgicas a fim de avaliar o sistema de entrega de LNC: a barreira sangue-
cérebro (BBB) e a placenta. BBB é uma membrana que separa o sangue do fluido extracelular
do cérebro no sistema nervoso central (SNC), consistindo em uma continua barreira celular
quase impermeavel, a qual regula o trafego de substancias (Argaw et al., 2006; Wong et al.,
2012), representando uma estrutura essencial para a homeostase do SNC (Zhou et al., 2018),
porém seu efeito restritivo acaba representando um obstaculo para uma multiplicidade de
farmacos terapeuticamente importantes para doencas neurodegenerativas, como é o caso da
Doenca de Alzheimer (DA). DA ¢ a forma mais comum de deméncia, representando cerca de
60-70% de todos os casos, apresenta-se clinicamente com a perda progressiva da memoria e
das fungdes cognitivas. Patologicamente, DA caracteriza-se por varios eventos
neuropatologicos, incluindo acumulo de placas amiloides, emaranhados neurofibrilares,
estresse oxidativo e neuroinflamagdo. Uma cura efetiva para a DA permanece elusiva.
Portanto, o desenvolvimento de estratégicas profilaticas e terapéuticas mais efetivas € uma
necessidade urgente e também um grande desafio da ciéncia médica. Nesse sentido, sistemas

de nanoparticulas se mostram promissores, uma vez que podem facilitar a penetracdo da
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barreira sangue cérebro, além de promover o efeito de direcionamento ao SNC (Kim et al.,
2018).

A placenta € o 6rgdo de troca entre a circulacdo materna e fetal, na qual regula a
respiracdo, nutricdo e excrecdo do feto, desempenhando as fun¢des dos 6rgéos fetais, além de
atuar como 6érgdo enddcrino, promovendo a secre¢do de hormonios relacionados a reproducéo
(Menezes et al., 2011). Além de atuar como uma barreira a transferéncia de substancias, pode
ser um local de absorcéo, acimulo e toxicidade, afetando o desenvolvimento fetal de acordo
com o estégio da gestacdo (Valero et al., 2018). Diversas patologias (cronicas ou temporarias)
podem acometer a gestante (Al-Enazy et al., 2017), desta forma, é de extrema relevancia o
estudo sobre o uso de medicamentos na gestacdo. Sabe-se que 9 em cada 10 mulheres tomam
pelo menos um medicamento durante a gravidez (CDC, 2018) e, apesar disso, as gestantes sao
excluidas da maioria dos ensaios clinicos devido aos riscos potenciais de exposicdo fetal
(Keelan et al., 2015). O principal desafio para o desenvolvimento de medicamentos seguros
para uso na gestacdo € reduzir ou eliminar a exposicdo de tecidos indesejados (sejam
maternos ou fetais) enquanto ainda fornece o efeito terapéutico necessario (Joshi, 2017).
Levando-se em consideracdo a vantagem de nanotecnologia em direcionar o farmaco dentro
do organismo, elevando a seguranca no uso de medicamentos, ela se torna promissora no que
tange a gestacdo. Sabe-se até entdo que a utilizacdo de nanoparticulas na gestacdo pode ter
trés diferentes enfoques: tratamento materno, placentario ou fetal (Muoth et al., 2016).
Estudos avaliando a penetracdo e consequente toxicidade de nanoparticulas metélicas na
placenta e no feto estdo se tornando frequentes na literatura. Entretanto, aspectos relacionados
a nanoparticulas organicas como potenciais carreadores de ativos ainda sdo escassos na

literatura, e até 0 momento ndo ha nada descrito sobre o uso in vivo de LNC na gestacdo.

Considerando os trabalhos previamente desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa
(Nakama et al., 2018; Velasques et al., 2018) e a necessidade de utilizar um farmaco modelo
para avaliar o comportamento bioldgico de nanocépsulas de nucleo lipidico, a curcumina foi
escolhida. Extraida do rizoma da Curcuma longa L., a curcumina € um polifenol amarelado
(Mahmood et al., 2015), popularmente conhecida como agafrdo-da-terra, utilizada ha milhares
de anos como fitoterapico em paises asiaticos (Massimino et al., 2017). Véarios anos de
pesquisa revelaram que a curcumina tem propriedades medicinais, sendo eficaz para o
tratamento de diversas doengas, incluindo doencas que acometem o SNC (Del Prado-Audelo
et al., 2019). Alem disso, foram descritos seus beneficios em condic¢des obstétricas (Lim et
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al., 2013; Gong et al., 2016; Zhou et al, 2017; Lu et al., 2019). Ao se estudar os efeitos
bioldgicos da curcumina, a principal preocupacdo é a sua biodisponibilidade, devido a sua
solubilidade aquosa extremamente baixa, rapida remocdo sisttémica e degradacdo em pH
alcalino (Seyedzadeh et al., 2014). Em vista disso, sua incorpora¢do em nanocarreadores por
diferentes técnicas € uma opc¢do adequada e eficiente para melhorar sua solubilidade,
estabilidade e funcionalidade (Rafiee et al., 2019).

Diante do exposto, no presente trabalho avaliamos o comportamento bioldgico da

curcumina nanoencapsulada em modelo animal de DA e em modelo animal de gestacéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos bioldgicos da curcumina nanoencapsulada como resultado da sua

passagem através da membrana sangue-cérebro e placentéria.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar os efeitos da curcumina nanoencapsulada e compara-la a forma livre sobre o
comportamento cognitivo em modelo de DA em camundongos;

b) Avaliar os efeitos da curcumina nanoencapsulada e compara-la a forma livre em
estruturas encefalicas (cortex pré-frontal e hipocampo) e soro de camundongos em parametros
de neuroinflamacdo induzida;

c) Avaliar os efeitos da curcumina nanoencapsulada e compara-la a forma livre
qguando administradas durante o periodo de organogénese em modelo de rata prenhe;

d)Avaliar possivel toxicidade da formulacdo de nanocépsulas sem ativo (brancas);

e) Monitorar o peso dos animais tratados, bem como o consumo de agua e ragéo;

f) Avaliar pard@metros hematol6gicos (hemograma) e hormonais (horménio estimulante
da tireoide — TSH, triiodotironina - T3 e tiroxina - T4) das ratas prenhes;

g) Avaliar alteragdes morfométricas dos fetos apds exposicao materna ao tratamento;

h) Realizar avaliacdo histoldgica das placentas;

i) Determinar os niveis citocinas inflamatorias na placenta e figado dos fetos;

j) Quantificar os niveis de curcumina no figado materno e conceptos, a fim de avaliar

0 sistema de entrega das nanocapsulas;



4 ARTIGO - Neuroprotective effects of curcumin lipid-core nanocapsules in a model

Alzheimer’s disease induced by p-amyloid 1-42 peptide in aged female mice

Publicado no periodico “Brain Research”
2019 Jul 17:146325. doi: 10.1016/j.brainres.2019.146325

Brain Rescarch
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7 CONCLUSOES

A primeira parte do presente estudo demonstrou os efeitos neuroprotetores da
curcumina, bem como seu desempenho in vivo melhorado atrds da sua encapsulagdo em
nanocapsulas poliméricas de ndcleo lipidico. O tratamento via oral por 14 dias com curcumina,
foi eficaz em atenuar os seguintes efeitos prejudiciais induzidos por AP1.42:

= O comprometimento cognitivo dos camundongos;

= O aumento dos niveis e expressao proteica de interleucinas inflamatorias;

= O aumento dos niveis de NFkB fosforilado e expressao proteica de NF«B;

Em conjunto, estes achados fornecem uma visdo sobre a a¢do neuroprotetora da
curcumina, seus efeitos benéficos em distlrbios neurodegenerativos crénicos e sua
nanoencapsulacdo como uma abordagem promissora para a aplicagdo de um agente

neuroprotetor na prevencdo da DA.

Apesar de mais estudos se fazerem necessarios para avaliar a biodistribuicdo das
nanoparticulas durante o periodo gestacional, este trabalho demonstrou que nanocapsulas do
nacleo lipidico ndo causaram efeitos toxicos maternos ou fetais, o que ira facilitar o

desenvolvimento de futuras terapias destinadas a tratar e gerir gravidezes complicadas.
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