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RESUMO

A Doenga de Alzheimer (DA) tem sido prevalente a populagdo idosa ocasionando alteragdes
cerebrais, como o acimulo do peptideo P-amildide em placas senis que acarretam em
neurodegeneracao, neuroinflamagao e aumento do estresse oxidativo. Neste contexto, a busca
por novos farmacos que possam atuar de forma mais integral na doenca, como também
retardar sua progressao, sao benéficos para a populagao acometida. Além disso, a procura por
novas tecnologias para a elaboracdo destas novas formulagdes, novos farmacos, evitando
reacOoes medicamentosas, tornam-se consideraveis para melhores resultados. Neste contexto, o
desenvolvimento de nanocapsulas (NC) contendo curcumina (CURC) é uma estratégia que
pode potencializar os efeitos deste composto por aumentar a sua biodisponibilidade. A
curcumina ¢ um composto fenodlico que apresenta propriedades farmacoldgicas como:
neuroprotetora, anti-inflamatdria, efeito antioxidante, que auxiliam em melhores fungdes
cognitivas e comportamentais da DA. Neste presente trabalho se buscou avaliar o efeito da
NC contendo CURC diante de alteragdes teciduais e mnemodnicas em um modelo
experimental de DA em roedores. A partir disso, se utilizou de um modelo experimental de
DA, na qual se utiliza a administragdo intracerebroventricular (ICV) de estreptozotocina
(STZ) para a indugdo de alteragdes neurocomportamentais e teciduais similares a DA. Foram
utilizados ratos machos, da linhagem wistar, com 12 semanas de vida, pesando entre 250 e
350g, que foram divididos em 6 grupos (n= 9-13 cada), sendo eles: controle, curcumina livre
em o6leo de canola (CURC), nanocapsulas de curcumina (NC CURC), STZ, STZ+CURC e por
fim, o grupo STZ+NC CURC. Os quais receberam uma Unica inje¢do ICV bilateral, via
cirurgia estereotdxica (com seguintes coordenadas: 0,9mm (posterior) X 1,5mm (lateral) X
3,Imm (profundidade), do veiculo (salina) ou STZ (3mg/kg/3ul/sitio) (dia 0). Os animais
permaneceram em recuperagdo € ndo receberam tratamento do dia 0 ao dia 21. No 22° dia,
iniciou-se o tratamento, via oral e diario, durante 14 dias consecutivos, com CURC (6 mg/kg);
NC de CURC (6 mg/kg) ou NC vazia. Os ratos realizaram testes comportamentais do campo
aberto (Dia 32), reconhecimento do objeto (TRO) (dias 33-34), Y-maze (dia 34) e esquiva
inibitoria (dias 35). A eutanasia com isoflurano ocorreu no 36° dia, 24 horas ap6s o ultimo
tratamento com os fdrmacos, onde as amostras de cortex pré-frontal e hipocampo foram
dissecadas para se realizar analises bioquimicas como a atividade da acetilcolinesterase, da
catalase, da proteina de Bradford, niveis de espécies reativas (RS), tidis ndo proteicos,
TBARS, para avaliar o estresse oxidativo (EO), e imunohistoquimica para avaliar
neuroinflama¢do. Os resultados demonstraram que ndo houve prejuizo na atividade
locomotora, tampouco na memoria espacial dos animais em nenhum dos grupos. A avaliagao
da memoria no TRO revelou que os animais que receberam a STZ-ICV tiveram declinio na
memoria e os tratamentos com CURC (em 6leo) e NC de CURC foram eficazes em reverter
esse efeito, indicando uma melhora na memoria de longa duragdo. Entretanto, apenas o
tratamento com NC de CURC foi capaz de reverter o prejuizo causado pelo STZ durante a
esquiva inibitoria, refor¢cando sua eficacia e restaurando a memoria aversiva de longa duragao.
Os tratamentos com a CURC em ambas as formulacdes foram capazes de inibir a atividade da
acetilcolinesterase no cortex pré-frontal, a qual foi aumentada pela STZ-ICV. Mas apenas a
NC de CURC foi capaz de reverter a diminui¢do dos tidis ndo proteicos e a inibicdo da
catalase induzidas pela STZ no cortex pré-frontal. Além disso, apenas o tratamento com a NC
de CURC foi efetiva em diminuir a ativacdo astrocitaria (GFAP) induzida pela STZ no
hipocampo dos ratos. Com base nestes resultados, demonstramos que o tratamento com
CURC e NC de CURC restauraram a memoria dos ratos, ora prejudicada pela STZ-ICV, e que
o tratamento com a NC de CURC foi eficaz em restaurar os marcadores teciduais de estresse
oxidativo e neuroinflamacao.



Palavras-chave: Doenca de Alzheimer; Curcumina; Neurodegeneracdo; Neuroprotecao;
Estresse Oxidativo; Memoria.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) has become prevalent in the elderly population, causing brain
alterations such as the accumulation of B-amyloid peptide in senile plaques, which leads to
neurodegeneration, neuroinflammation and increased oxidative stress. In this context, the
search for new drugs that can act more comprehensively on the disease, as well as slowing
down its progression, is beneficial for the affected population. In addition, the search for new
technologies to develop these new formulations, new drugs, avoiding drug reactions, is
becoming considerable for better results. In this context, the development of nanocapsules
(NC) containing curcumin (CURC) is a strategy that could potentiate the effects of this
compound by increasing its bioavailability. Curcumin is a phenolic compound that has
pharmacological properties such as neuroprotective, anti-inflammatory and antioxidant
effects, which help improve cognitive and behavioral functions in AD. The aim of this study
was to evaluate the effect of NC containing CURC on tissue and mnemonic alterations in an
experimental model of AD in rodents. An experimental model of AD was used, in which
intracerebroventricular (ICV) administration of streptozotocin (STZ) is used to induce
neurobehavioral and tissue alterations similar to AD. Twelve-week-old male wistar rats
weighing between 250 and 350g were divided into 6 groups (n= 9-13 each): control, free
curcumin in canola oil (CURC), curcumin nanocapsules (NC CURC), STZ, STZ+CURC and
finally the STZ+NC CURC group. They received a single bilateral ICV injection, via
stereotactic surgery (with the following coordinates: 0.9mm (posterior) X 1.5mm (lateral) X
3.1mm (depth), of vehicle (saline) or STZ (3mg/kg/3ul/site) (day 0). The animals remained in
recovery and received no treatment from day O to day 21. On day 22, treatment began, orally
and daily, for 14 consecutive days, with CURC (6 mg/kg); NC of CURC (6 mg/kg) or empty
NC. The rats underwent behavioral tests of the open field (Day 32), object recognition (ORT)
(Days 33-34), Y-maze (Day 34) and inhibitory avoidance (Day 35). Euthanasia with
isoflurane took place on the 36th day, 24 hours after the last drug treatment, where samples of
the prefrontal cortex and hippocampus were dissected to carry out biochemical analyses such
as the activity of acetylcholinesterase, catalase, Bradford protein, levels of reactive species
(RS), non-protein thiols, TBARS, to assess oxidative stress (OS), and immunohistochemistry
to assess neuroinflammation. The results showed that there was no damage to the locomotor
activity or spatial memory of the animals in any of the groups. The evaluation of memory in
the ORT revealed that the animals receiving STZ-ICV had a decline in memory and the
treatments with CURC (in oil) and CURC NC were effective in reversing this effect,
indicating an improvement in long-term memory. However, only treatment with CURC NC
was able to reverse the damage caused by STZ during inhibitory avoidance, reinforcing its
efficacy and restoring long-term aversive memory. Treatment with CURC in both
formulations was able to inhibit acetylcholinesterase activity in the prefrontal cortex, which
was increased by STZ-ICV. But only CURC NC was able to reverse the decrease in
non-protein thiols and the inhibition of catalase induced by STZ in the prefrontal cortex.
Furthermore, only treatment with CURC NC was effective in decreasing STZ-induced
astrocyte activation (GFAP) in the rat hippocampus. Based on these results, we demonstrate
that treatment with CURC and CURC NC restored memory in rats, which was impaired by
STZ-ICV, and that treatment with CURC NC was effective in restoring tissue markers of
oxidative stress and neuroinflammation.

Keywords: Alzheimer's disease; Curcumin; Neurodegeneration; Neuroprotection; Oxidative
stress; Memory.



LISTA DE FIGURAS

Revisao da literatura

Figura 1 - Esquema da estrutura fisiologica cerebral e seus neurdnios em a) cérebro saudavel e

b) Cérebro afetado pela DA ........oouiiiiiiieeeeeee ettt et ees 22

Figura 2 - Estrutura quimica da Estreptozotocina (STZ) - Vias metabdlicas da Curcumina em
110 PP < |

Figura 3 - Vias metabolicas da curcumina em ratos/ro€dores..........coveeverienreenienieniereeneennennns 46

Figura 4 - Barreira hematoencefalica semipermedvel e via de transmigragdo das nanocapsulas

Artigo Cientifico

Figure 1 - Schematic representation of the experimental design ....................oovenen.nn. 69

Figure 2 - The NC CURC treatment restored the long-term memory impairment induced by
STZ (icv)inrats inthe ORT ... i e, 73

Figure 3 - The NC CURCc treatment restored the aversive memory impairment induced by

STZ (icv) in rats in the inhibitory avoidance test..............cooiiiiiiiiiiiiiiiii e, 74

Figure 4 - NC CURCc treatment the depletion of NPSH levels and the inhibition of CAT

activity in different cerebral structures of rats exposed to STZ (icV) .o.ovvvviiiiiiiiinnnnn... 75

Figure 5 - Both NC CURC and CURC treatments inhibited the AChE activity enhanced by
STZ in the rat prefrontal COTTEX .....o.uiitiii e et e e e 76

Figure 6 - NC CURC treatment restored the GFAP content activated by STZ in the cerebral

STTUCTUTES OF TALS ...t vttt ettt ettt e e e 77



LISTA DE TABELAS

Revisao da literatura

Tabela 1 - Representacdo da progressdo dos sinais e sintomas clinicos da DA em diferentes

L] P2 T o4 10 1S RPSPUSRRR 23

Artigo Cientifico

Table 1 - The groups did not differ regarding the open field and Y-maze tests.................. 72
Table 2- The groups did not differ in ROS and TBARS levels as markers of oxidative

18 (=T 75



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AP - Beta Amiloide

Ach - Acetilcolina

AchE - Acetilcolinesterase

BHE - Barreira Hematoencefalica

CE - Cortex Entorrinal

COX2 - Ciclooxigenase-2

CPF - Cortex Pré-Frontal

CURC- Curcumina

DA- Doenca De Alzheimer

EO- Estresse Oxidativo

EN- Emaranhados Neurofibrilares
EROs- Espécies Reativas de Oxigénio
GFAP- Proteina 4cida fibrilar glial
GPx- Glutationa Peroxidase

ICV - Injecdo Intracerebroventricular
IL-1 - Interleucina-1

IL-6 - Interleuchina-6

LI.P. - Injecdo Intraperitoneal

LCR- Liquido Cefalorraquidiano
mAChRs - Receptores Muscarinicos de Acetilcolina
NC — Nanocapsulas

NCL - Nanocépsula Lipidica
NC-CURC- Nanocapsulas de Curcumina
NFkB - Fator Nuclear Kappa B

NO- Oxido Nitrico

PPA - Proteina Precursora De Amildide
PS-Placas Senis

P80- Polissorbato 80

SNC — Sistema nervoso central

STZ — Estreptozotocina

SOD- Superéxido Dismutase

TNF- a - Fator de necrose tumoral-a



SUMARIO

I I\ N 230 0] 0160 0 TR 18
2 CONCEITOS GERAIS E REVISAO DE LITERATURA ......cuuveuneinnennernnernnenenes 21
2.1 Doenca de Alzheimer (DA).....cciiveiiiiiniiiiiniiinieeicssasiosesstcssssssosesssssssnsscssnns 25

2.1.1 Aspectos Epidemiologicos da DA: Prevaléncia, Incidéncia e Fatores Associados...25

2.1.2 As estruturas cerebrais e seu papel na memoria e na DA .......oeevieeeineiininneiinnnn. 26

2.1.3 Aspectos Neurobiologicos da Memoria na Doenca de Alzheimer ...................... 29
2.1.4 O papel da neuroinflamac¢io na neurodegeneracio e memoria 31
2.1.5 O papel do estresse oxidativo na Doenca de Alzheimer..........ccccvvvinvriinniennnns 34

2.2 Uso da Etreptozotocina Itracerebroventricular como modelo experimental da

Doenca de Alzheimer................... 37
2.3 CUICUIMINA «uuvrerrrrrersrrcsssrsossanssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssss 41
2.4 Efeitos neuroprotetores da curcumina na Memoria ......coevvvvvrnmeereinicineccnronnnnnn 45

2.5 A Acetilcolinesterase e sua funcio na modulacio dos mecanismos de memdria

COBMILIV AL ueiiirrrriersrrenssanessssnessssnessssnessnnssennsesnssenssosssssessossssssssssssossssssssosnsssssssnssssnes 48

2.6 Nanotecnologia e sua aplicabilidade ........cccceeevveicivricivnrcnssnncsssnncsssnnnse e venencsssnesssssssnns 49

2.7 Efeitos das nanocapsulas de CUrCuming .....cceeeveiiimnnneereenrcsnersenrcsnesssssosnscsnsssenssd3

SBOBIETIVOS ..ouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiittttiiettettttatiettettecettsssssascnseasamensanesnse 57
3.1 ODjJetivo Geral c.uecueiiiniiiiniiiiiiiieiiieiiineiiieiiiniiieetoentssssssensssssssnnsormssssnssossses 57
3.2 ODbjetivos eSPecifiCOS cuvvvueiiiniiiuiiiimiieiniiiieiereiorneessetosnresnssssnscssssanmasssssssnssons 57
4 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE ........cevvvuneeeriniieeeeereeneeenneeenes ... 58
SDESENVOLVIMENTO ..ccutitiitiiiiiiiiiiiiiiiieiieiiiietieciecmmeseecscacssmmecsssscnns 61

5.1 Artigo cientifico publicado na revista Brain Science ...........ccoevveeveeenveieieianennns 62
6 CONCLUSAOD. ..cccvvviiiiiiiiiiiiieeeeeeeinieesesseeeeeeecsnneessssssnseesssssussnssasssssssssssssss s snss S0
PERSPECTIVAS ..oeitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiiiiciatittcettmesscesssscsmmesessssessanees 81
REFERENCIAS ...cooiiiiinieteieiiitttee et et ieeee e e easess s aases s ense s snee e s s sune 82
ANEXO A- CARTA DE APROVACAOQO DO CEUA.....uoeerrreeersresnssessssssssssssssessssssssessens 114



APRESENTACAO

O presente documento de Dissertagdo de Mestrado estd dividido em trés partes
principais:

A PARTE I abrange a introdug@o e a revisdo tedrica da literatura, que foi utilizada
para a construcao da hipotese desta dissertagdo. Na PARTE I ainda sdo apresentados os
objetivos deste estudo, sua justificativa e hipotese.

A PARTE II compreende a metodologia e os resultados obtidos, sendo apresentado no
Artigo I. Assim, a metodologia adotada nesta pesquisa, assim como os resultados
provenientes dela, estdo apresentados no formato de artigo cientifico (Artigo I) publicado na
revista Brains Sciences.

Por fim, a PARTE III apresenta a conclusdo, as referéncias bibliograficas e as

perspectivas que poderdo ser estar presentes em trabalhos futuros.



PARTE 1
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1 INTRODUCAO

A Doenga de Alzheimer (DA), ¢ uma doenca neurodegenerativa progressiva e cronica
que se manifesta pela deterioragdo cognitiva e da memoria, que envolve a formagdo de
emaranhados fibrilares intraneuronais, a deposicdo de placas amiloides, resultando na
disfuncionalidade da acetilcolinesterase (AChE), aumentando assim, o estresse oxidativo

(EO), neuroinflamagao e a morte de neuronal (MANKIN et al., 2020).

Desta maneira, observa-se o comprometimento progressivo das atividades do
cotidiano, como déficits de memoria, declinio cognitivo, perturbacdes no sono, dentre uma
variedade de sintomas neuropsiquidtricos e alteracdes comportamentais, sendo mais

prevalente na populagdo idosa (BRILKOVA et al., 2022).

A DA ¢ uma das causas mais comum de deméncia, responsavel por cerca de 60-80%
de todos casos, e uma das principais fontes de morbidade e mortalidade na populagao idosa
(MORLEY et al., 2018). Ela acomete individuos na faixa etdria senil (a partir dos 65 anos) e
pré-senil (antes dos 65 anos) (HODSON, 2018). Globalmente, cerca de 47 milhdes de pessoas
sdo afetadas pela deméncia (ARAUJO et al., 2023). Assim como a maioria das deméncias
neurodegenerativas, a prevaléncia da DA aumenta com a idade, variando de 0,16% entre
individuos com 65-69 anos a 23,4% em individuos com mais de 85 anos (ERATNE et al.,

2018).

A 1idade ¢ considerada o principal fator de risco para a DA. O sexo também ¢ um fator
de risco, especialmente no caso do sexo feminino, devido as mudangas hormonais e
metabolicas que podem influenciar o surgimento e a evolugdo da deméncia. Além disso, a
maior longevidade das mulheres ¢ o menor acesso a educag¢do formal sdo fatores que

contribuem para esse risco (BLOOMBERG et al., 2021; PARANJPE et al., 2021).

Atualmente, sabe-se que a doenga ¢ dividida em tipo esporadico e familiar e, além
disso, ela ¢ dividida em diferentes fases, conforme o grau de comprometimento cognitivo e
perda de capacidades funcionais, abrangendo desde a fase pré-clinica ou assintomatica,
passando pelo comprometimento cognitivo leve, até a fase de deméncia, que ¢ subdividida em
estagios leve, moderado e grave (FROTA et al., 2011; SMID et al., 2022; KUMAR et al.,
2024). Estes por sua vez, sdo diagnosticados num conjunto abrangente de avalia¢des

destinadas a caracterizar a etiologia do declinio cognitivo e identificar patologias por meio de
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exames laboratoriais e exames de imagem, pelos quais se obtém alguns achados clinicos

(BOMASANG-LAYNO et al., 2021).

Julga-se, todavia, pertinente a necessidade de encontrar medidas terapéuticas para esta
doenga, visto que a mesma ainda ndo apresenta cura, mas existem agentes farmacologicos,
que proporcionam um alivio sintomatico da doenga, porém, como contrapartida, apresentam
efeitos colaterais significativos (BRIGGS et al, 2016; PENG, Y. ef al., 2023; AILIOAIE et al.,
2023;). Neste sentido, nota-se que os tratamentos atualmente utilizados clinicamente ainda
ndo sdo suficientes para controle e combate da doenga, pois avaliam temporariamente alguns
sintomas, mas nao abrandam o declinio gradual das atividades didrias, da comunicacdo, e do
comportamento social (CAPPA, 2018; YIANNOPOULOU et al., 2020; PASSERI et al,
2022).

Por este meio, percebe-se que ¢ necessario o uso de produtos nutracéuticos que
possam auxiliar em um melhor quadro clinico, como também ofertar melhor qualidade de
vida dos individuos com a DA (CHEN et al, 2018; ZHANG et al., 2018). Para isso, este
estudo buscou avaliar a curcumina (CURC), composto proveniente da raiz da Curcuma longa
conhecida popularmente como acgafrdo-da-terra, como uma estratégia para minimizar os danos
teciduais ¢ na memoria, decorrentes de danos no metabolismo e sinalizagdao celular em um
modelo de DA. A CURC ¢ um composto polifendlico, proveniente de rizomas da Curcuma
longa, com coloragdo amarelo-ouro, que apresenta diversas propriedades farmacoldgicas
como efeitos antioxidante, anti-inflamatdrios, analgésicos e neuroprotetores (FIDELIS ef al.,

2019; SLIKA et al., 2019).

Diversos estudos em modelos, atestam a capacidade neuroprotetora da CURC em
doencas neurodegenerativas, especialmente na DA, assim como ha evidéncias, que revelam a
capacidade da CURC de ligar-se as placas B-amiloides (AP), reduzindo assim a carga da
placa, dessa maneira atrasando a progressdo da DA. (COLE et al., 2007, SUSANA,2017;
PIRES,2022). No entanto, uma das limitacdes desse composto ¢ a sua baixa solubilidade
aquosa e permeabilidade, resultando em baixa biodisponibilidade e consequente limitagao
para a administragdo pela via oral (HEGER et al., 2013; SUETH-SANTIAGO et al., 2015;
DE ALMEIDA et al., 2022).

Desta maneira, busca-se aliar a utilizagdo da nanotecnologia, com o uso de

nanocapsulas (NC) as quais possuem como principal objetivo, envolver o farmaco liberando-o
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para o organismo de forma gradativa de modo que as nanocéapsulas, sejam utilizadas como
uma forma de “estoque” da substincia a ser ingerida como tratamento. (UROSEVIC ef al.,
2022; BERTONCINI-SILVA et al, 2024). Em conjunto com os farmacos, as NC
apresentam-se como uma alternativa, visto que, sdo materiais que conseguem liberagdo
controlada do farmaco, frequentemente descritos como “Drug Delivery Systems” (Sistemas de
entrega de medicamentos), que oferecem iniumeras vantagens quando comparados a outros de

dosagem convencional (ADEPU et al., 2021; EZIQUE et al., 2023).

Dentre elas estdo, a protecdo do fdrmaco, aumento da eficicia terapéutica, liberacao
progressiva e controlada, diminui¢do da toxicidade, diminui¢do da instabilidade e
decomposi¢do de compostos mais sensiveis, direcionamento para o organismo-alvo e a
possibilidade de incorporacao de substancias hidrofilicas e lipofilicas, diminui¢ao da dose e
administracao, ¢ melhor aceite do paciente quanto a terapia (PIMENTEL et al., 2007;
FONSECA et al.,2024).

Dada a relevancia da tematica, foram investigadas metodologias que replicassem as
caracteristicas sintomaticas similares da DA em roedores utilizando o método de injecao
intracerebroventricular (i.c.v.), no qual se administra a
2-deoxi-2-(3-(metil-3-nitrosoureido)-D-glicopiranose, conhecida como estreptozotocina

(STZ), que em roedores ocasiona sinais e sintomas similares a DA (BASSANI, 2017).

A STZ, quando administrada por via i.c.v. nos roedores induz sinais nos animais
semelhantes aos sintomas da DA esporadica em humanos, resultando em neuroinflamagao
progressiva, EO e disfun¢do mitocondrial, bem como deposicdo marcada de AP e
hiperfosforilacdo da proteina tau no hipocampo, consequentemente afetando aprendizagem

significativa e deficiéncias cognitivas, como a memoria (QUEIROZ, 2016).

Diante disso, diversos estudos indicam o promissor efeito benéfico da CURC em
doencas neurodegenerativas (ISHRAT et al., 2009; BASSANI, 2017; ABRAHAMS et al.,
2019), contudo, considerando as limitagdes do uso na sua forma livre, buscamos apontar o
efeito de nanoformulacdes de CURC sendo mais eficazes em animais contra prejuizos

comportamentais € neuroquimicos induzido pela STZ.
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2 CONCEITOS GERAIS E REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA DE ALZHEIMER

A DA apresenta um mecanismo ainda ndo totalmente elucidado. No entanto, ha
evidéncias que observaram o deposito do peptideo AP em placas senis e emaranhados
neurofibrilares (EN), consequentes da hiperfosforilagio da proteina tau, estas alteracdes
localizam-se em diferentes regides do cérebro, especialmente no hipocampo e cortex
pré-frontal (MACHADO et al., 2020; RAO et al., 2022; MONTERO-CALLE et al., 2023;
HUANG et al., 2022).

Deste modo, as consequéncias neuropatologicas resultam em neurodegeneragao,
neuroinflamac¢ao e aumento do EO, assim como a perda de neuronios prejudicando conexdes
sinapticas, acarretando em perda gradual do volume cerebral dificultando as funcdes

cognitivas e memoria (KARVANDI et al., 2023).

A DA ¢ caracterizada classicamente por duas etapas marcantes: deposicao de placa AB
e EN de tau hiperfosforilada. A deméncia ¢ uma sindrome clinica caracterizada por declinio
progressivo em dois ou mais dominios cognitivos, incluindo memoria, linguagem, fungdes
executivas e viso-espaciais, personalidade e comportamento, que causam perda de habilidades
para realizar atividades instrumentais e/ou basicas da vida diaria (LINI et al., 2020; SMID et

al., 2022).

Os principais atributos da DA sao placas senis ou placas AP geradas pela clivagem
anormal da proteina precursora de amildéide (PPA) e EN produzidos pela hiperfosforilagdo da

tau como representados de forma ilustrativa na figura 1 (ZHANG et al.,2023).
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Figura 1. A estrutura fisiolégica do cérebro e dos neurénios no a) cérebro saudavel e b) no cérebro da DA.
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Fonte: (adaptada de BREIJYEH, Z. et al., 2020)

As placas AP desenvolvem-se inicialmente nas regides do neocoédrtex basal, temporal e
orbitofrontal do cérebro e, em estagios posteriores, progridem por todo o neocortex,
hipocampo, diencéfalo e ganglios da base. Em casos criticos, as placas AP sdo encontradas

em todo o mesencéfalo, tronco cerebral inferior e cortex cerebelar (DE FALCO et al., 2015).

Caracterizada pelo acumulo da proteina tau fosforilada, predominante no hipocampo,
cortex cerebral e lobo temporal, a DA ¢ marcada pela formacao de placas de f-amiloide, que
se tornam densas ao longo do tempo, resultando em um aumento das placas senis no
hipocampo (KUMAR, et al., 2024). Essas diferentes conformacgdes da proteina, que
normalmente desempenham fungdes essenciais, levam a perda de neuronios e,
consequentemente, a disfungdo mitocondrial, EO, faléncia de neurotransmissores e

neuroinflamacao (SILVA, 2021).

Hé estudos recentes, nos quais encontrou-se uma isoforma da proteina ApoE que
apresenta alteracdes funcionais e que resultam em alteragdes no metabolismo associadas a
fisiopatologia da DA, como uma maior expressdao da proteina AB e maior formacgdo de EN
(SERENIKI et al., 2008; DE FALCO et al., 2015; MACHADO et al., 2020). Além desta

importante fungdo, apresenta um papel importante no transporte de lipideos no sistema
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nervoso central (SNC), regulando a sobrevivéncia e formagdo de novos neurdnios (YANG et

al,, 2023).

A maioria dos individuos com DA recém diagnosticada recebem como tratamento um
inibidor da colinesterase para tratamento sintomatico da cogni¢do e funcionamento global
(KHAN, et al., 2020; RENAME, 2022). Estes, apresentam conteudo cerebral reduzido de
colina acetiltransferase, o que leva a uma diminui¢do na sintese de acetilcolina (Ach) e
comprometimento da funcdo colinérgica cortical. Os inibidores da colinesterase (donepezil,
rivastigmina e galantamina) aumentam a transmissdo colinérgica pela inibicdo da
colinesterase na fenda sindptica e fornecem beneficio sintomatico modesto em idosos

acometidos pela DA (ARAUIJO et al., 2023).

A DA apresenta alguns estagios, sendo geralmente fragmentada em estagios que
retratam a progressao dos sinais e sintomas clinicos da doenga, sendo relatados os principais

na tabela 1 abaixo:

Tabela 1 - Representacio da progressao dos sinais e sintomas clinicos da DA em

diferentes estagios.

Estagio Danos ao Sinais e Referéncias
hipocampo sintomas gerais
Pré-clinico | Durante 0 estagio | Sem sinais e sintomas [ SALLOWAY et al,

pré-clinico, o hipocampo | clinicos visiveis, mas | 2014; RAJMOHAN et
comeca a ser afetado pela [ com alteracoes | et al., 2016.

deposicao de placas de | neurobioldgicas como
AP e emaranhados de | acimulo de AP,
proteina tau, mas esses | afetando o hipocampo e
danos ainda ndo sdo | o cortex. Biomarcadores

suficientes para causar | no Liquido
sintomas visiveis. Cefalorraquidiano
(LCR) indicam risco
aumentado.
Leve A degeneracao aumenta, | Problemas de memoria, | PAST, 2021; RAI et

levando a morte neuronal. | dificuldade em lembrar | al., 2021.
Assim como, a | informagdes  recentes,
capacidade de formar | desorientacdo, perda de
novas memorias comeg¢a [ nocdo de tempo e
a ser comprometida. A
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perda sinaptica (conexdes
entre  neurdnios)  se
intensifica.

espaco, alteragcdes de
humor.

Moderado

O dano agrava-se
disseminando-se para
outras areas do cérebro,
como o cortex cerebral,
afetando a memoria e a
orientacdo espacial. O
volume do hipocampo
diminui
significativamente.

Disseminacao da
doenca por areas do
cortex cerebral,
desorientagao
aumentada, dificuldade
em reconhecer
familiares, falar, ler,
escrever e alteracoes
comportamentais.

SCHILLING et al,
2022; KUMAR et al.,
2024.

Avancgado

Encontra-se
severamente atrofiado, € a
maior parte dos neurdnios
dessa regido ja foi
perdida. O processo de
neurodegeneracao se
expande por outras partes
do cérebro,
comprometendo funcdes
cognitivas e motoras.

Disseminacao da
doenca para todo o
cortex, acumulo grave
de placas neuriticas e
EN, dificuldade em
reconhecer familiares,
dependéncia total para
atividades diarias,
problemas de
mobilidade, cuidados
paliativos.

SHEPPARD et al,
2020; RODRIGUES
etal., 2022.

Fonte: Autoria propria, 2024. Adaptado de SALLOWAY et al., (2014); RAIMOHAN
(2016); PAST (2021); RAI et al., (2021); SCHILLING et al., (2022); KUMAR et al., (2024);
SHEPPARD et al., (2020); RODRIGUES et al., (2022).
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2.1.1 Aspectos epidemiologicos da doenca de Alzheimer: prevaléncia, incidéncia e

fatores associados

A DA ¢ atualmente contemplada como uma das dificuldades médicas, econdmicas e
sociais mais graves que desafiam nossa sociedade e prevé-se que se torne ainda mais
problematica nas proximas décadas (KOCH et al, 2022; CRAWFORD et al., 2019;
BRAVEMAN et al., 2014).

A DA a cada 5 anos, tém-se um aumento progressivo e sucessivo de casos,
contabilizando individuos com idade entre 60 a 64 anos (5%) e atingindo até 40% ou mais na
populacdo da faixa etaria de 85 a 89 anos (KUMAR et al., 2016; KUMAR et al., 2024). Neste
contexto, estima-se que em 2050, 1 em casa 85 pessoas serdo acometidas pela patologia,
sendo considerada pela OMS a sétima maior causa de morte mundial entre adultos (OMS,

2021; BROOKMEYER et al., 2007).

A DA afeta preferencialmente pessoas com idade igual ou superior a 65 anos, sendo
que a sua incidéncia sofre um aumento exponencial com a idade (CUMMINGS et al., 2018).
No Brasil obteve-se, um aumento de 49% no nimero de mortes pela DA, entre 2009 e 2019,

dispondo-a como a sétima maior causa de morte (PASCHALIDIS et al., 2023).

Portadores da DA de inicio precoce geralmente apresentam sintomas tipicos, como
alteracdes de linguagem, visuais, de humor e de comportamento, em vez de uma perda
predominante de memoria (TRUZZI et al.,2005; RIBEIRO et al.,2021; YANG et al.,2021;
MOREIRA et al., 2022).

A DA pode ser esporadica ou familiar. Na sua forma esporadica, a DA ¢ considerada a
forma mais comum de deméncia, contribuindo com 60 a 70% dos casos, com seu inicio em
torno dos 65 anos de idade (BEKRIS et al., 2010). E as caracteristicas da DA hereditaria
provavelmente sdo relacionadas a diferentes mutacdes nos genes, os quais codificam a APP,

sendo transmitida de uma geragdo para outra (PAULA, 2022).

Em sua forma esporadica da DA, tém-se como fatores de risco: a idade avancada,
estilo de vida e condicdes de satde apresentando comorbidades e condi¢des cronicas de saude
(STERN, 2006; MORENO-GONZALEZ et al., 2020, MACIEJEWSKA et al, 2021;

KHEMKA et al., 2023). Além disso, acredita-se que estes fatores influenciam no mecanismo
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fisiopatologico da DA, de modo que esta seja composta pela juncdo de fatores genéticos,
ambientais e estilo de vida favorecendo o desenvolvimento desta condi¢cao. (SCHELTENS et

al.,, 2016; KUMAR et al., 2024).

Ja a DA familiar ¢ considerada menos frequente, afetando cerca de 5-10% dos casos
na populagdo. Geralmente se manifesta em idades mais jovens (antes dos 65 anos) e tem um
padrdo hereditario claro, sendo associada a mutacdes e genes especificos, como os da
presenilina que influenciam na produg¢do metabdlica APP. Sendo seu mecanismo mediado
pelo padrdo de heranga autossomica dominante, onde uma muta¢do em um dos genes pode

resultar na doenga em seus descendentes. (VAN DER KANT et al., 2015; TANZI, 2012).

2.1.2 . As estruturas cerebrais e seu papel na memoria e na Doenca de Alzheimer

O hipocampo ¢ uma regido essencial do cérebro, responsavel pela formacao de novas
memorias (EICHENBAUM, 2017; LISMAN et al.,2017; SCHWAB et al.,2020). Além disso,
desempenha um papel crucial no aprendizado, sendo uma das primeiras regides afetadas pela
DA (DOVROLIS et al.,2022; RAO et al., 2022; SALTA et al.,2023). Ele ¢ particularmente
importante na formacdo da memoria episodica, que envolve a recordacdo de eventos

passados. (DICKERSON et al.,2009; MOSCOVITCH et al.,2016; RAO et al.,2022).

O hipocampo desempenha um papel crucial na neurogénese adulta, o processo de
formagdo de novos neurdnios, que € essencial para fungdes de memoria e aprendizado (MU et
al.,2011; KITAMURA et al.,2014; YAU et al,2015; TODA et al.,2018). Em pacientes com
DA, observa-se um declinio significativo na neurogénese no hipocampo, especialmente nas
regides responsaveis pela geragdo de novos neurdnios, como a zona subgranular do giro
denteado (MU et al.,2011; BABCOCK et al.,2021; SALTA et al.,2023; GEIGENMULLER e¢
al.,2024).

Na DA, as conexdes entre o hipocampo e o cortex entorrinal (CE) se deterioram
progressivamente, afetando gravemente a capacidade de formacdo e recuperagdo de novas
memorias (DICKERSON et al,2009; MANKIN et al,2020). Para mais, as mutacdes
genéticas ligadas ao Alzheimer, como as encontradas nas presenilinas € no APP, contribuem
para essa reducdo da neurogénese, exacerbando o declinio cognitivo ao longo do tempo

(NEWMAN et al.,2006; ZHOU et al.,2011; ARBER et al.,2021).
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Alteragdes na conectividade entre o hipocampo e outras regides do lobo temporal,
como o cortex parahipocampal, sdo observadas em pacientes com Alzheimer (BERRON et
al.,2020; SCHWARB ef al.,2020; DAUTRICOURT et al.,2021; HRYBOUSKI et al.,2023).

Essas disfuncdes cognitivas contribuem para o comprometimento cognitivo
progressivo, impactando fungdes como a memoria espacial e a formagdo de novas memorias.
(GAZOVA et al.,, 2012; BROWN et al.,2019; SCHWAB et al.,2020; SILVA et al.,2023). Na
DA, o hipocampo sofre atrofia significativa, resultando em uma desconexao funcional entre
ele e outras areas do cérebro, como o cortex temporal posterior. (DETURE et al., 2019;

SCHWAB et al.,2020; RAO et al.,2022).

A deterioracdo do hipocampo esta associada ao acimulo de proteinas AP e tau, que
levam a morte dos neurdnios, contribuindo para a atrofia cerebral e o comprometimento
cognitivo progressivo (MU et al.,2011; RAJMOHAN et al., 2016; HAMPEL et al.,2021;
ZHANG et al.,2023).

Em idosos ou pacientes com DA, acelera-se a perda neuronal, prejudicando a
plasticidade sinaptica e a adaptacdo do cérebro a novos estimulos e estresses, perpetuando o
declinio cognitivo (DETURE et al.,2019; PUTHUSSERYPPADY et al.,2020; WU, A. et al.,
2023). Também se observa uma degeneragdo progressiva do hipocampo, com a acumulagdo
de emaranhados neurofibrilares e placas de B-amildide, o que leva a perda de neurdnios e
sinapses, acarretando em redu¢do na neurogénese (MU et al.,2011; DETURE et al.,2019;
FURCILA et al.,2019).

Na DA, a funcdo do hipocampo se torna severamente comprometida. A perda de
tecido nessa regido, conhecida como esclerose hipocampal, ¢ observada em uma parcela
significativa dos pacientes com deméncia (HOKKANEN et al.,2017; RAO et al.,2022). Essa
degeneracao estrutural e funcional do hipocampo explica o declinio acentuado das
capacidades de memoria e orientacdo dos individuos afetados, como também, de sintomas

cognitivos tipicos da doenga (DETURE et al.,2019; RAO et al.,2022; GAO et al.,2023).

Isso pode ser observado em estudos com modelos animais e humanos, que mostram a
diminui¢do na proliferacdo de novas células neuronais no giro denteado, uma sub-regido do
hipocampo, comprometendo a capacidade de formar novas memodrias e exacerbando os

sintomas da doenca, o que esta associado ao acimulo de placas de amiloide e a disfun¢do de
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proteinas relacionadas, como a tau (CAMARA, 2019; BABCOCK et al., 2021; GOEL et al.,
2022).

A neuroinflamacdo, frequentemente causada por estresse, infecgdes, disfungdes
metabolicas ou acumulo de proteinas tdxicas, ativa células gliais, como microglias e
astrocitos, levando a liberagdo de mediadores inflamatorios (IL-1p e TNF-a) (KWON et al.,
2020; WU, A. et al., 2023). Esses mediadores inibem a proliferacdo e diferenciagdo de

células-tronco neurais, reduzindo a neurogénese. (VALERO et al.,2017).

Em outras palavras, o hipocampo possui papel formador e recuperativo da memoria,
enquanto o cortex pré-frontal acumula caracteristicas de memorias relacionadas a um
conjunto de experiéncias conectadas que governam varias decisdes de memoria, quando hé
um contexto, o cortex pré-frontal ¢ visto influenciando a recuperagdo de memorias no
hipocampo, bem como em outras areas do cérebro (PRESTON et a/.,2013; ANDERSON et
al.,2021; SCHWABE et al.,2022).

O CPF ¢ a regido cortical localizada na parte anterior do lobo frontal. O CPF de
humanos ¢ delineado em duas regides funcionalmente, morfologicamente e evolutivamente
diferentes: CPF ventromedial ¢ CPF lateral (FINE et al., 2021; SUBRAMANIAM et al.,2021;
YAN et al., 2021). Avangos recentes sugerem que o CPF medial desempenha um importante
papel regulador em inimeras fungdes cognitivas, incluindo atengdo, controle inibitério,
formagdo de héabitos e memoria de trabalho, espacial ou de longo prazo (FRIEDMAN et al.,
2021; JOBSON et al., 2021; YAN et al., 2021).

O CPF ¢ a ultima por¢do do cérebro a se desenvolver completamente. A desregulagdo
da transmissdo sinaptica do CPF contribui diretamente para o comprometimento da fungao
social, afetiva, motivacional e cognitiva associada a distirbios cerebrais, incluindo depressao
e DA (SUBRAMANIAM et al,2021). Avangos recentes sugerem que o CPF medial
desempenha um importante papel regulador em inumeras fung¢des cognitivas, incluindo
atencao, controle inibitdrio, formagdo de hébitos ¢ memoria de trabalho, espacial ou de longo
prazo (YAN et al.,2021). Logo apds a aprendizagem, a memoria ¢ dependente do hipocampo
e ha mais atividade hipocampal durante a recuperagdo da memoria. No entanto, em momentos
posteriores (semanas a meses), o cortex pré-frontal assume o papel maior (YAVAS et

al.,2019).
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Virios estudos em seres humanos e modelos experimentais demonstram que os
primeiros sinais de atrofia relacionada a DA ocorrem no CE. Um componente importante da
patologia ¢ o acimulo de placas AP nas camadas externas do CE, particularmente na camada
II, que ¢ a principal fonte de entrada excitatoria no hipocampo, onde acredita-se que incite
cascatas neurotoxicas que acabam por causar morte neuronal profunda. Assim como, nos
ultimos estagios da DA, a medida que os sintomas pioram, a neurodegeneragdo ¢ disseminada
por todo o cortex e as estruturas do lobo temporal medial, incluindo a formagao do

hipocampo, sdo profundamente afetadas (OLAJIDE et al.,2021)

2.1.3 Aspectos neurobiologicos da memoria na doenca de Alzheimer

A memoria desempenha uma fungdo essencial no cérebro humano, sendo responsavel
pela integragio, retencio e recuperagio de informagdes (COSTA, 2023). E fundamental para a
formagdo da identidade, aprendizagem, capacidade de criar vinculos afetivos e tomada de
decisdes (DA FONSECA, 2016). O processo de memoria envolve trés etapas principais: a
aquisi¢do, onde as informagdes captadas pelos 6rgaos sensoriais sdo transformadas em tragos
de memoria; a consolidagdo, que reforga as informagdes para armazenamento de longo prazo;
e a evocagdo, que permite o acesso as informagdes a qualquer momento (JUNIOR et al.,

2015; SILVA et al., 2024).

Existem diferentes tipos de memoria, classificados conforme o tempo de
armazenamento, entre eles, a memoria de longo prazo, a de curto prazo € a memoria de
trabalho (COWAN, 2008). Estruturas cerebrais distintas estdo envolvidas no processo de
memoria, especialmente o hipocampo. A memoria pode ainda ser categorizada em declarativa
(explicita) e ndo declarativa (implicita), as quais recrutam diferentes sistemas e areas
cerebrais. A memoria explicita, também conhecida como dependente do hipocampo, envolve

lembrancgas conscientes (MUJAWAR et al., 2021).

Na DA, ocorrem déficits de memoria que se desenvolvem gradualmente, inicialmente
afetando a memoria semantica, relacionada ao vocabuldrio e recordagdo imediata. A memoria
processual, por sua vez, ¢ prejudicada apenas em estagios avangados da doenca, causando
confusdo entre memoria de longo e curto prazo (BECKER et al., 2002; REIS et al., 2023;
MACHADO et al., 2023). A progressdo da DA provoca uma deterioragdo progressiva da

memoria de longo prazo e da memoéria aversiva, devido a degeneracdo do hipocampo e do
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cortex pré-frontal, afetando a capacidade de lembrar eventos pessoais e informagdes gerais

(COWAN, 2008; CAMINA et al., 2017).

As dificuldades com a memoria episddica, como a recordagdo de eventos passados,
surgem nos estagios iniciais da DA (JAHN et al., 2013; DETURE et al.,2019; RAO et al,,
2022). A memdria aversiva, que auxilia na prevengdo de experiéncias perigosas, também ¢
comprometida, limitando a capacidade de evitar situagdes adversas (BRAVO-RIVERA et al.,
2020; CLEWETT et al., 2021; WILLIAMS et al.,2022).

Pesquisas recentes indicam que, embora a perda de memdria seja um sintoma geral da
DA, os déficits na memoria aversiva se tornam mais evidentes em estagios avangados,
comprometendo a resposta a estimulos perigosos e aumentando o risco de acidentes (RABER
et al, 2019; CLEWETT et al, 2021; SCHWABE et al.,2022; XIA et al, 2024). Tais
mudangas sao atribuidas ao acimulo de placas AP e EN, que comprometem a plasticidade
sinaptica e a comunicagdo neuronal, aspectos cruciais para a formacgdo e recuperagdo de

memorias (ROBBINS et al., 2021; SHARMA, K. et al., 2021; MEFTAH et al., 2023).

A memodria semantica, especificamente, ¢ uma das mais afetadas nos estagios iniciais
da DA, devido ao acimulo de placas AP e emaranhados da proteina tau, os quais contribuem
para os déficits de memoria e comprometem a capacidade de aprendizado e reten¢do de novas
informagdes (MORRIS et al,1986; TROMP et al.,2015). A DA tende a comegar com um
declinio gradativo na memoria episddica, que permite reviver experiéncias passadas
(SCHELTENS et al., 2021), e também afeta a memoéria semantica, responsavel pelas

representacdes do significado das palavras (BRANDAO, 2010).

Na DA, observa-se uma reducdo nas sinapses do hipocampo e nos neurdnios
colinérgicos do prosencéfalo basal, que sdo os principais responsaveis pela inervagao
colinérgica do neocortex e do hipocampo, levando a um comprometimento significativo da
memoria (LEVEY, 1996). O acamulo de placas AP leva a formagdo de EN, inicialmente
concentrados no locus coeruleus e areas transentorrinal e entorrinal, e posteriormente se
espalhando para o hipocampo e neocortex, sendo considerados os principais fatores de

progressao da DA (TIWARI et al.,2019).
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2.1.4 Papel da neuroinflamacio na neurodegeneracio e memoria

A DA esté intrinsecamente ligada a ativacao cronica de células gliais e a liberagao de
citocinas pro-inflamatdrias. Esse processo inflamatorio, iniciado pela deposic¢do de placas A}
e emaranhados da proteina tau hiperfosforilados, resulta em disfungcdo neuronal, perda
sinaptica e eventual morte neuronal, agravando o declinio cognitivo ¢ a perda de memoria

caracteristicas da DA (LEYNS et al,, 2017; RATHER et al.,2021; CHEN, Y. et al.,2023).

A neuroinflamacdo desempenha um papel crucial na neurodegeneragdo e nos déficits
de memoria, relacionada ao aumento de citocinas pro-inflamatorias como o fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) e interleuchina-6 (IL-6) no cérebro (KWON et al.,2020; ZHANG et al.,
2023). Esses mediadores inflamatorios estdo associados a degeneracdo neuronal,
particularmente no hipocampo e no cortex pré-frontal, areas essenciais para a memdria,
exacerbando o comprometimento da fungdo cognitiva (KINNEY et al., 2018; CAMARA et
al., 2019; OLAYINKA et al., 2022).

A relagdo entre a disfungdo dos receptores e a neuroinflamagdo, sugere que a
desregulacdo dos receptores ndo afeta somente a sinalizacdo neuronal como também induz
respostas inflamatdrias cronicas (WANG et al,2018; ZHANG, Y. et al, 2023). Esta
neuroinflamag¢do agrava a perda sinaptica € o comprometimento da memoria, particularmente
em doengas como a DA, em que a acumulagdo de placas de AP desencadeiam a ativacao glial

(MIRANDA et al.,2019; MARZOLA et al., 2023; COCHITO et al., 2024).

Esta ativagdo leva a libertagdo de citocinas pro-inflamatdrias, como a IL-13 e a IL-18,
que exacerbam a neuroinflamacdo e contribuem para a morte neuronal, acelerando o declinio
cognitivo e a deterioragdo da memoria, particularmente na DA. (KINNEY et al.,2018;

RAJESH et al.,2022; WEAVER, 2023).

Além disso, a ativacdo continua de astrécitos e microglias leva a liberagdo de
moléculas neurotdxicas, como espécies reativas de oxigénio (EROs) e 6xido nitrico (NO),
intensificando a neurodegeneracdo e a disfuncdo da barreira hematoencefalica (BHE),
facilitando a entrada de mais mediadores inflamatorios no cérebro, o que exacerba a
neuroinflamac¢do (LIU et al., 2020; GASSOWSKA-DOBROWOLSKA et al., 2023; MAYER
et al., 2024; CHEN et al., 2024).
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Individuos portadores de DA apresentam neuroinflamagdo severa, sendo ativados no
SNC através da microglia e mediadores inflamatorios microgliais, (M1 ou M2), com base em
seus fenotipos ativados (CAI et al.,2022; MIAO et al.,2022; GAO et al.,2023). Na forma M1,
as microglias secretam citocinas inflamatdrias neurotoxicas TNF-a, IL-1 e IL-6,
ciclooxigenase-2 (COX2), prostaglandina, EROs e NO (BACHILLER et al., 2018; ZHANG
W. et al, 2023). Em contraste, a micréglia M2, libera mediadores anti-inflamatérios
neuroprotetores, 0s quais secretam proteinas que mantém a matriz extracelular, e fagocitam
agregados proteicos toxicos e detritos celulares (TANG et al.,2017; GAO et al.,2023;
ZHANG W. et al., 2023).

A proteina acida fibrilar glial (GFAP) ¢ uma proteina estrutural chave presente em
astrocitos, células gliais essenciais para a manuten¢ao da homeostase cerebral. (HOL et al,,
2015; VIEDMA-POYATOS et al.,2018; JURGA et al., 2021). Sua expressdo ¢ amplamente
utilizada como um marcador de ativacdo astrocitiria, que ¢ muito associada a resposta
inflamatéria no SNC (ILIEV et al.,2001; JURGA et al.,2021; ABDELHAK et al.,2022;
GARLAND et al., 2022).

Os astrocitos ativados, sinalizados pelo aumento de GFAP, desempenham um papel
importante na regulacdo de processos inflamatorios e na modulagdo de interagdes entre
neurdénios ¢ hormodnios como a leptina, que estd envolvida na plasticidade sinaptica e no
aprendizado (ILIEV et al.,, 2001; FRAGO ef al., 2017; BONDAN ef al.,2019). Esta ativacao
dos astrécitos, indicada pelo aumento de GFAP, ¢ uma resposta tipica a condi¢des de estresse
celular, inflamacao e lesdo tecidual, que pode comprometer a fungao sinaptica e a plasticidade
neural no hipocampo (OKSANEN et al., 2019; LIU et al.,, 2020; YU et al, 2021; WU, Y. et
al.,2023).

A astrogliose, sinalizada pela elevacdo de GFAP, pode amplificar a comunicagao
pro-inflamatéria entre astrocitos e microglias, exacerbando o processo inflamatério e
contribuindo para a degeneracdo neuronal em um ambiente cronicamente inflamado podendo
afetar, negativamente a comunica¢do entre neurOnios e astrOcitos, essenciais para o
processamento de memoria, levando a um ciclo de inflamagao persistente e declinio cognitivo

(BONDAN et al., 2019; GASSOWSKA-DOBROWOLSKA et al., 2023;).

O processo inflamatorio prolongado, associado a ativacdo continua de astrécitos, pode

criar um ambiente neurotdxico no cérebro, onde a sinalizagdo hormonal e a plasticidade
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neuronal sdo prejudicadas (YU et al.,2021; AFRIDI et al.,2022; SANTIAGO-BALMASEDA
et al.,2024).

Além do aumento na expressao de GFAP, a neuroinflamacao resulta em alteragdes de
sinalizagdo no hipocampo, o que contribui para déficits cognitivos, como a perda de memoria

(BONDAN et al.,2019; LIEW et al.,2023).

Estudos demonstram, que a elevagdo prolongada da GFAP, sugere que a
neuroinflamag¢dao permanece por mais tempo nos cérebros envelhecidos em comparagdo aos
mais jovens (BELAYA et al,2020; AZZOLINI et al, 2022). Durante o envelhecimento
normal, hd& um aumento progressivo da expressdo de GFAP no cérebro, sugerindo uma
predisposicdo a uma resposta inflamatdria basal maior em cérebros envelhecidos, podendo
indicar uma resposta inflamatéria cronica (BONDAN et al.,2019; GAMAGE et al.,2020;
GUDKOV et al,2022; WENDIMU et al.,2022). Isso ¢ significativo, pois uma resposta
prolongada da GFAP pode levar a uma desregulacdo na fun¢do glial e contribuir para a
progressdo de patologias neurodegenerativas associadas a idade (OKSANEN et al., 2019;
AFRIDI et al., 2022; GUDKOV et al., 2022).

Em um estudo, utilizando-se roedores, a super-expressdo de IL-6, uma citocina
pré-inflamatoéria, quando se manifesta, leva a uma ativacdo persistente dos astrdcitos,
aumentando a expressdo de GFAP e provocando neuroinflamagdo cronica. Esta citocina
resultou em um aumento substancial na expressao de GFAP, indicando uma astrogliose reativa
associada a uma resposta inflamatéria continua (AMARAL et al,, 2016; GYENGESI et al,,
2018; VARGAS-SANCHEZ et al., 2018). Além disso, quando a neuroinflamagdo ¢ induzida
experimentalmente, a ativacdo astrocitaria e a elevagdo de GFAP sdo significativamente
exacerbadas, particularmente no hipocampo, uma regido crucial para a cognicao e a memoria

(BONDAN et al., 2019; KWON et al., 2020; JUNG et al., 2023; KIM et al., 2024).

Portanto, o aumento da GFAP ndo apenas reflete a ativacdo astrocitaria, mas também
aponta para uma conexao critica entre neuroinflamacao e disfung¢des cognitivas, como a perda
de memoéria (BONDAN et al., 2019; GUDKOV et al., 2022; RODRIGUEZ-GIRALDO et al.,
2022). O aumento de GFAP pode também estar associado a uma ativagao coordenada das
células no contexto da inflamagdo cerebral (CERBAI et al,2012; BONDAN et al.,2019;
JURGA et al.,2021).
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2.1.5. O papel do estresse oxidativo na doenc¢a de Alzheimer

O EO ¢ causado pelo acimulo de EROs ocasionando um desequilibrio nos
mecanismos antioxidantes, no qual prejudica o metabolismo energético cerebral, essencial
para o funcionamento neuronal (WANG et al.,2010; SALIM, 2016; CENINI et al.,2019).
Como mecanismo, ocorre um desbalanco entre a producdo de radicais livres e a capacidade
antioxidante do corpo, mediando a neurodegeneragdo observada na DA (BUTTERFIELD et
al.,2018; FORMAN et al.,2021; BAILO et al.,2022). Ademais, provocam danos em proteinas,
lipidios e no DNA pelas EROs, resultando em neurodegeneragdo e morte celular (RUMMEL
et al.,2021; HOULDSWORTH et al.,2023; ANSARI et al.,2024).

Além do proprio desbalanco causado entre o sistema de oxi-reducdo, outros fatores
contribuem fortemente para o EO, como a expressao de apoliproteinas especificas. A ApoE,
uma proteina envolvida no transporte de lipidios no cérebro, possui trés isoformas principais
(ApoE2, ApoE3 e ApoE4), sendo que a ApoE4 estd fortemente associada a um risco
aumentado para DA (BUTTERFIELD et al.,2020; LANFRANCO et al.,2020; FITZ et
al.,2021). A presenca dessa isoforma altera a capacidade do cérebro de lidar com o EO,
exacerbando o dano neuronal por meio da producdo de EROs, o que contribui para a
disfun¢do mitocondrial ¢ a morte celular (BUTTERFIELD et al.,2020; FORMAN et al.,2021;
NGUYEN et al.,2023).

A relacdo entre ApoE e EO na DA se da pela interacdo direta da ApoE com
mecanismos envolvidos na producao de EROs, além da modulacdo da resposta antioxidante
do cérebro (CHEIGNON et al., 2017; HOULDSWORTH, 2023; PIRES et al., 2023; FARAJI
et al., 2024).

Individuos com a isoforma ApoE4 apresentam menor efici€éncia antioxidante e maior
suscetibilidade ao dano oxidativo, o que pode acelerar a formagdo de placas amiloides e
emaranhados neurofibrilares, marcas caracteristicas da DA (JENA et al., 2023; ZHANG et
al., 2023; AZARGOONJAHROMI,2024).

Na DA, ha uma disfungdo metabolica, a qual € exacerbada por danos mitocondriais,
que afetam a produgdo de ATP para a integridade sinaptica e a regulagao de calcio nas células

(SULTANA et al., 2023; ANSARI et al., 2024; REIS et al., 2024; ZONG et al., 2024).
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Esse ciclo de feedback entre EO e agregacdo de B-amilodide amplifica os danos em
componentes celulares, como proteinas, lipidios e DNA, resultando em disfungao
mitocondrial e morte neuronal (ARAN et al., 2023; OLUFUNMILAYO et al., 2023; ZHANG
et al., 2023; FANLO-UCAR et al., 2024).

Além do mais, o EO altera vias moleculares chave envolvidas no metabolismo
energético, na sinalizagcdo celular e na sobrevivéncia neuronal (CHEN, W. et al., 2023;

FARAHZADI et al., 2023; HONG et al., 2024).

O aumento do EO modifica a atividade de enzimas importantes, como as quinases €
fosfatases, que controlam a fosforilagdo de proteinas, incluindo a proteina tau, cuja

hiperfosforilacdo leva a formacdo de emaranhados neurofibrilares (RAWAT et al., 2022;

BASHEER et al., 2023; YANG, J. et al., 2024).

O EO também resulta no acimulo excessivo de EROs no hipocampo levando a perda
de plasticidade sinaptica e a degradacdo da fun¢do mitocondrial (OLUFUNMILAYO et al.,
2023; ZADEH et al., 2023; ZHANG et al., 2023).

Além disso, o EO afeta a integridade das membranas neuronais favorecendo a
neuroinflamag¢do, contribuindo ainda mais para a progressdo da doenca. Assim, o EO ¢ um
fator central na patogénese da DA, especialmente em individuos portadores de ApoE4
(BUTTERFIELD et al., 2020; FERNANDEZ-CALLE et al., 2022; SHEN et al., 2023).

Assim, o EO desempenha um papel central tanto no inicio quanto na progressao da
DA, influenciando diretamente as principais vias patoldgicas associadas a neurodegeneracao
(CHEN, Y. et al, 2023; HOULDSWORTH,2023; OLUFUNMILAYO et al., 2023).

Nos estagios iniciais da DA, esse dano oxidativo afeta especialmente as proteinas
sinapticas, responsaveis pela comunicacdo entre neuronios. (ANSARI et al., 2024; FORET et
al., 2024; SULTANA et al., 2024).

Assim, o EO atua como um catalisador no desenvolvimento inicial da DA,
promovendo o declinio cognitivo ao perturbar as conexdes neuronais e deteriorar as proteinas
sinapticas. (PLASCENCIA-VILLA et al., 2023; ANSARI et al., 2024; BIR et al., 2024;)

Esse ambiente oxidativo nas fases iniciais da DA favorecem a modificagao
pos-traducional da tau, levando a sua hiperfosforilagao e clivagem, o que resulta na formagao
de fragmentos toxicos, contribuindo para a perda de proteinas sindpticas e, consequentemente,
para o declinio cognitivo (BARTOLOME et al., 2022; MONTEIRO et al,, 2023; ANSARI et
al., 2024).
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Esses fragmentos ndo sé perdem sua func¢do estrutural normal, como também se
acumulam em neurdnios, contribuindo para a neurodegeneragdo e o declinio cognitivo
observado na DA (MIAO et al., 2023; RANGANATHAN et al, 2023; ZHANG et al,
2023).

No modelo de DA esporadica, induzido via ICV com o uso de STZ, o EO ¢ um
fator-chave que contribui para a degeneragdo neuronal, pois esta diretamente envolvido na
clivagem da proteina tau, um processo que contribui para o comprometimento cognitivo no
modelo da DA. (LATINA et al., 2021; STANOJEVIC et al., 2023; ZADEH et al., 2023).

A producado excessiva de EROs em resposta ao dano cerebral induzido por STZ leva a
disfungdo mitocondrial e a perda da homeostase celular, agravando a neurodegeneracio e
reduzindo o fornecimento de energia aos neurdnios (LATINA et al., 2021; LUSHCHAK et
al., 2021; SINGH et al., 2023).

Esse EO também ativa a astrogliose, um processo em que os astrocitos proliferam de
maneira descontrolada em resposta ao dano, exacerbando a inflamagdo e o dano neuronal
(XIE et al., 2023; ZHANG et al., 2023; YANG et al., 2024). Esse processo acelera o declinio
cognitivo e a neurodegeneracdo, fatores centrais na progressao da DA (ZADEH et al., 2023;

PATEL et al., 2024; ZHANG et al., 2024).

2.2 USO DA ESTREPTOCINA INTRACEREBROVENTRICULAR COMO
MODELO EXPERIMENTAL NA DA

A estreptozotocina (STZ) ¢ wum derivado da glucosamina que danifica
preferencialmente as células B pancreaticas pelo produto citotoxico gerado a partir do seu
metabolismo (NOOR et al, 2022). Assim, a STZ ¢ um composto utilizado principalmente na
regido periférica, amplamente utilizada para gerar um modelo animal para pesquisa em

diabetes (MARTIN-CARRO et al., 2023; PENG et al., 2023; SINGH et al., 2023).

Em contrapartida, varios estudos tém demonstrado que a inje¢do ICV da STZ causa
sinais semelhantes aos sintomas associado a DA, constituindo um modelo de DA esporadica
em animais, o qual resulta em neuroinflamagdo progressiva, EO e disfungdo mitocondrial,
bem como deposicdo marcada de AP e hiperfosforilagdo da proteina tau no hipocampo,
consequentemente afetando aprendizagem significativa e deficiéncias cognitivas, como a

memoria (CHEN et al., 2013; QUEIROZ, 2016; MOSTAFA et al., 2016).
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A STZ com estrutura quimica representada na figura 2, ¢ uma substancia
diabetogénica que inibe o receptor neuronal de insulina e leva a deficiéncia colinérgica,
exercendo prejuizos cognitivos juntamente com o EO (GRIEB , 2015; KAMAT et al., 2015;
JIA et al, 2017; ANSARI et al., 2023). Portanto, o ICV-STZ ¢ usado como modelo para
deméncia esporadica do tipo Alzheimer. (VOULGAROPOULOU et al., 2019). Estudos
afirmam que a resisténcia a insulina cerebral, apresenta relacdo direta a DA, pela
desestabilizacdo da sinaliza¢dao da via de insulina, gerando problemas na neuroplasticidade e
memoria do individuo (DE LA MONTE, 2012; SEDZIKOWSKA et al., 2021; MOOSAVI,
2024).

Figura 2. Estrutura quimica da estreptozotocina
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Fonte: Autoria propria, 2024.

No modelo de DA esporadica, ainda hé certas elucidagdes necessarias, apesar disso, ha
evidéncia que injecdo unica ou dupla de STZ nos ventriculos laterais de ratos produz
distirbios metabolicos, neuropatolégicos e comportamentais cronicos que estdo vinculados a

DA (GRIEB et al.,, 2016; ROSTAMI et al., 2017; AKHTAR et al., 2022).

A utilizagao da STZ via ICV pode induzir ao comprometimento cognitivo, afetando a
os niveis de glicose intracerebral e metabolismo energético, aumentando EO ocasionando
como dano, déficits colinérgicos, hiperfosforilacdo da tau, deposicao de AP, neuroinflamacao
entre outras alteragdes neuropatologicas e neuroquimicas em roedores que eventualmente
geram problemas de memoria e aprendizagem semelhantes aos manifestados na DA
esporadica (SALKOVIC et al., 2009; SALKOVIC-PETRISIC et al.,, 2021; EL-MARAGHY
et al., 2023).

A partir desta indicacdo, iniciou-se o desenvolvimento de um modelo animal, no qual
ocasiona um comprometimento da sinalizagdo da insulina no cérebro pela interrup¢ao dos

receptores da mesma, utilizando uma substancia chamada de STZ, a qual ¢ muito utilizada


https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/insulin-receptor
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para modelos de diabetes mellitus. (SALKOVIC-PETRISIC et al.,, 2011; KUMAR et al.,
2023; MOOSAVI, 2024).

A STZ administrada ICV também ¢ utilizada para investigar os efeitos nos receptores
de insulina no hipocampo e sua relagdo com déficits de memoria, e seus impactos nas diversas
formas de memoria, que dependem da integridade do hipocampo. (SPINELLI et al., 2019;
SEDZIKOWSKA et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2023).

Quando administrada por via ICV, a STZ afeta significativamente diversos tipos de
memoria, que estdo associadas a regides cerebrais como o hipocampo e o CE ambas criticas
para a formacao e consolidagdo da memoéria. (RAVELLI et al., 2016; GASPAR et al.,2022). O
hipocampo ¢ uma regido cerebral crucial para a formacdo de memorias, e a STZ, ao afetar a

neurogénese, compromete diretamente diversas formas de memoria. (SUN et al., 2015).

Uma das memorias mais impactadas pela administracdo da STZ ¢ a memoria espacial,
sendo uma das regides mais sensiveis a toxicidade da STZ (SUN et al., 2015).Essa fungdo esta
intimamente ligada a integridade do hipocampo, uma &rea chave para o processamento de
informacodes espaciais, o qual ¢ afetado pela redugdo na sinalizacao de insulina, levando a
déficits significativos na navegacdo e orientagdo, gerando assim, uma regido critica para o
aprendizado e a capacidade de mapear e navegar no ambiente. (AGRAWAL et al., 2011,
RAVELLI et al., 2016; GASPAR et al., 2022).

Os ratos que receberam STZ ICV apresentaram déficits severos em tarefas que
requerem navegacdo espacial, como no labirinto aquatico de Morris, onde os animais
mostraram tém dificuldades em aprender e relembrar a localiza¢do da plataforma escondida,
refletindo uma disfungdo na formagao de mapas espaciais, que ¢ fundamentalmente mediada
pela insulina no cérebro (AGRAWAL et al., 2011; RAVELLI et al., 2016; GASPAR et al.,
2022).

Esse tipo de prejuizo estd associado a redugdo da neurogénese e a degeneracdo das
células no giro denteado, uma area do hipocampo responsavel por formar novas memorias
espaciais. (SUN et al., 2015). Assim como, a incapacidade de formar mapas espaciais
adequados sugere uma disfuncdo hipocampal causada pela neurotoxicidade da STZ.

(GASPAR et al.,2022)
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A memoria de trabalho, que envolve a capacidade de manter e manipular informagdes
temporarias durante a realizagdo de tarefas, também sofre com os efeitos da STZ.

(AGRAWAL et al., 2011; RAVELLI et al., 2016; GASPAR et al., 2022).

A sinalizacdo deficiente de insulina no hipocampo prejudica a conectividade sinaptica
e a plasticidade neural, o que compromete a habilidade dos ratos de realizar tarefas que
exigem a retengdo e o uso imediato de informagdes, o que aponta para disfungdes na
conectividade neural entre o hipocampo e regides corticais, € subcorticais, essenciais para a
manuten¢do e manipulacdo de informagdes temporarias, impactando na capacidade dos
animais de manter informagdes em mente ao longo do tempo. Essa forma de memoria ¢é
crucial para a execucdo de tarefas complexas e a tomada de decisdes em tempo real, € os
déficits observados indicam que a STZ interfere na capacidade do hipocampo de suportar essa

fungao (AGRAWAL et al,, 2011; RAVELLI et al., 2016; GASPAR et al., 2022).

Além disso, a memoria de reconhecimento ¢ outra fungdo cognitiva afetada pela
administracdo de STZ, responsavel pela capacidade que envolve a capacidade de distinguir
entre estimulos ou objetos familiares € novos (SUN et al., 2015; RAVELLI et al., 2016;
GASPAR et al., 2022).

A administra¢do da STZ, comprometeu significativamente essa capacidade, sugerindo
que o déficit de neurogénese no hipocampo interfere na habilidade dos animais de reconhecer
e processar estimulos previamente apresentados. Isso reflete um impacto no cortex e em
outras areas subcorticais que colaboram na codificagdo e recuperacao de memorias (SUN et

al., 2015; RAVELLI et al., 2016; GASPAR et al., 2022).

Esse déficit ¢ observado em testes como o de reconhecimento de novos objetos, nos
quais os camundongos nao conseguiram discriminar entre objetos familiares e novos,
sugerindo disfungdes na codificagdo e recuperacdo de memorias, pelas disfungdes no
processamento cortical e subcortical relacionado ao reconhecimento (RAVELLI et al., 2016;

GASPAR et al.,2022).

Além disso, a memoria de longo prazo ¢ impactada, uma vez que a sinalizagdao
adequada de insulina ¢ essencial para a consolidacio de memorias ao longo do tempo. O
estudo mostra que a STZ, ao comprometer o funcionamento dos receptores de insulina no
hipocampo, prejudica a capacidade dos ratos de consolidar informagdes aprendidas em

memorias duradouras. Isso € evidente em tarefas que exigem a recuperagdo de informagdes
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apds periodos prolongados, onde os ratos tratados com STZ demonstram uma falha

significativa em lembrar informagdes previamente adquiridas (AGRAWAL et al., 2011).

Esse tipo de memoria envolve a consolidagdo de informagdes adquiridas e
armazenadas por periodos prolongados. A redu¢do da neurogénese no hipocampo,
desencadeada pela administracdo de STZ, pode resultar na incapacidade de formar e reter
memorias duradouras, o que se reflete em falhas em tarefas que requerem o armazenamento
de informagdes por longos periodos. A alteragdo nos mecanismos de formagdao de novas
células neurais afeta a plasticidade sinéptica, essencial para a consolidacdo da memoria de

longo prazo (SUN et al, 2015).

A STZ apresenta grande relevancia, como um agente neurotdxico capaz de mimetizar
as disfungdes cognitivas tipicas da DA, especialmente no que tange aos diferentes tipos de

memoria, fornecendo uma ferramenta util para estudar os mecanismos dessa doenga em

modelos animais (SUN et al., 2015; RAVELLI et al., 2016; GASPAR et al., 2022).

Ainda, a STZ reativa a GFAP que se intensifica em resposta a lesdes e inflamagdo no
SNC, sendo um sinal de neuroinflamacgao cronica associada a DA (FAN et al., 2022; ZHOU,
C. etal, 2022; STANOJEVIC et al., 2023).

A STZ, quando administrada ICV, desencadeia disfun¢do cognitiva e alteragdes
neuropatoldgicas semelhantes as observadas na DA, incluindo a ativagdo exacerbada de
astrocitos, evidenciada pelo aumento dos niveis de GFAP. (LATINA et al., 2021; FAN et al.,
2022; ZHOU, C. et al., 2022; STANOJEVIC et al.,, 2023). A astrogliose reativa, ¢ uma
resposta inflamatoria que pode agravar o dano neuronal ao promover a liberagao de citocinas
pré-inflamatorias, aumento do EO e a perpetuagdo de processos degenerativos (SONG, L. et

al., 2020; ZHOU, C. et al., 2022; STANOIJEVIC et al., 2023).

Neste contexto, o modelo DA esporadico induzido em roedores por STZ demonstra
aumento da expressdo de GFAP, sugerindo que a administragdo de STZ causa
neuroinflamagdo significativa, refletida pela ativa¢ao dos astrécitos associada a fragmentagao
anormal da proteina tau, o que contribui para os déficits cognitivos caracteristicos da doenga

(LATINA et al., 2021; FAN et al., 2022; ZHOU, C. et al., 2022). .
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A administra¢do de STZ induz disfun¢ao metabdlica no cérebro, causando resisténcia
a insulina, o que parece estar ligado a ativagdo de respostas inflamatorias cronicas, agravando

a degeneracao neuronal (CHEN et al., 2013; LATINA et al., 2021; FAN et al., 2022).

A clivagem da proteina tau promovida pela inflamagao resulta em acimulo de formas
toxicas de tau, exacerbando a degenerac¢do neural e a disfungdo cognitiva (LATINA et al.,
2021; FAN et al.,, 2022). Assim, a neuroinflamagao (indicada pela GFAP) e a toxicidade tau
atuam em sinergia, levando a progressao da patologia e a deterioragdao da funcao cognitiva no
modelo de Alzheimer induzido por STZ (SONG et al., 2020; LATINA et al., 2021; FAN et
al., 2022).

2.3 CURCUMINA

A Curcumina (CURC), proveniente da familia Zingiberdceas, ¢ composta por
curcuminoides que sdo polifendis abundantes. Este polifenol apresenta diversas funcdes
terapéuticas, como por exemplo, antioxidante (BALLESTER et al., 2023; NOOR et al., 2022;
OLIVEIRA et al., 2024), agente quimiopreventivo, anticancerigeno (YALLAPU et al., 2012),
e possui propriedades neuroprotetoras e seu potencial na prevencao e tratamento da DA

(PLUTA et al., 2015; SANEI et al., 2018; PATEL et al., 2020).

A CURC ¢ o principal polifenol hidrofébico derivado do rizoma da erva Curcuma
longa, conhecida como acafrdo da terra, descobriu-se que este composto possui amplo
espectro de atividades biologicas e farmacologicas que estdo envolvidas no melhoramento de
fungdes cognitivas como a memoria, adicionalmente sabe-se que possui grande facilidade em
ultrapassar BHE (EL-SAADONY et al, 2023; BERTONCINI-SILVA et al, 2024,
OLIVEIRA et al., 2024).

Identificada como [1,7-bis-(hidroxi-3-metoxifenil)- 1,6-heptadieno-3,5-diona] ou
diferuloilmetano, possuindo formula molecular C, H,,04, com estrutura composta por dois
anéis metoxifenois, que sdo simetricamente ligados em conjugacdo através da porgdo
B-dicetona, que confere propriedades interessantes para esta molécula (TOLEDO et al,

2013;RATREY et al., 2020; UROSEVIC et al., 2022).

A CURC tem apresentado evidéncia de sua eficacia na DA através da modulagio de

ativacdo microglial M1, nas quais as vias de sinalizagdo e secrecdo do produto, sdo outros
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fatores como inibi¢do da via de sinalizagdo NFk-B, com consequente redu¢do na producao de
citocinas (BENAMEUR et al., 2021; CIANCIULLI et al., 2022; SINGH et al., 2022; GUO et
al., 2024). Ja na forma M2 a CURC promove os efeitos neuroprotetores da CURC fazendo
com que ocorra a inibicdo do aciimulo de placa (TANG et al., 2017; BENAMEUR et al,,
2021; ISLAM et al., 2023; BERTONCINI-SILVA et al., 2024).

Este composto, também atua por meio de multiplos mecanismos, incluindo a reducao
da inflamagao e do EO, que sdo fatores cruciais na patogénese da DA, ambos associados a
disfuncdo vascular e a neurodegeneracdo (SCARIAN et al, 2024). Além disso, a CURC
parece ter um efeito positivo na regulacdo de mediadores vasculares, o que ajuda a restaurar o
fluxo sanguineo cerebral e a fornecer nutrientes essenciais as células neuronais (SANEI et al.,

2018; AWASTHI et al., 2009; ISHRAT et al., 2009).

Além disso, a CURC, pode atenuar a apoptose neuronal, um processo que contribui
para a degeneracdo das células cerebrais e, consequentemente, para déficits de memoria

associados a DA (GARODIA et al., 2023; RAHMAN et al., 2023; SHAO et al., 2023).

Podendo também desempenhar um papel crucial na recuperagao funcional do cérebro
apds eventos isquémicos, que frequentemente contribuem para a progressio da

neurodegeneracdo (GAO et al., 2023; GARODIA et al., 2023; SALAUDEEN et al., 2024).

Na ultima década, os pesquisadores se concentraram em analogos da CURC para
tentar otimizar as suas propriedades benéficas da CURC contra a DA e melhorar seu perfil
farmacocinético (CHAINOGLOU et al., 2020; ISLAM et al., 2023; KAUR et al., 2024).
Analogos de CURC foram projetados e sintetizados como agentes anti-DA, multialvos,

mostrando resultados promissores tanto no tratamento quanto no diagnostico de DA

(ORTECA et al., 2018).

Estudos publicados nos ultimos anos ja demonstraram que a CURC possui efeitos
neuroprotetores € neuro restauradores, que esse flavonoide possui efeitos antioxidantes e
anti-inflamatorios e melhora o desempenho cognitivo de animais em diferentes modelos de

deficit de memoria (PARIKH et al., 2018; BARBARA et al.,, 2017; MENG et al., 2015).

A CURC sendo utilizada em modelos animais, apresenta rapidamente uma

metabolizacdo da mesma em dois compostos princiapais sendo, a tetrahidrocurcumina (THC)
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e a hexahidrocurcumina (HHC), com seus respectivos conjugados de sulfato e glicuronideo

conforme figura (Fig. 3), que sdo excretados pela bile e urina (VAREED et al., 2008).

Figura 3. Vias metabolicas da curcumina em ratos/roedores.
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Fonte: (adaptada de ZOU, Peng ef al., 2013)

A administragdo oral de CURC nao apresenta toxicidade aparente em animais, € em
estudos de humanos mostraram que sua ingestdo (até 6 g/dia) ndo causou toxicidade, mesmo
que prolongada por varias semanas. Além disso, com base na Food and Drug
Administration-(FDA), o consumo em uma dose tdo alta quanto 8g por dia ¢ considerado
seguro. Assim, dadas todas essas propriedades, a CURC pode ser considerada um excelente

candidato potencial para formula¢do de nutracéuticos e farmacéuticos (QUISPE et al,, 2021).

De fato, relatos mostraram que a CURC ¢ capaz de atenuar o dano oxidativo e
prevenir a perda de memoria em ratos expostos a outros modelos de neurotoxicidade
(KUMAR et al., 2009). Além disso, ¢ importante destacar que a STZ e diferentes formulagdes
de CURC ndo alteraram as atividades exploratorias e locomotoras e a sensibilidade ao
choque, excluindo possiveis anormalidades locomotoras ou nociceptivas de interferéncia na

tarefa de memoria de esquiva inibitoria (DA COSTA et al.,2015).

Embora a CURC seja conhecida por seus amplos efeitos terapéuticos, incluindo
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias e anticancerigenas, imunomoduladoras
propriedades neuroprotetoras promissoras, ¢ a capacidade de reduzir o acumulo de proteinas
beta-amiloides e tau, sua aplicagdo clinica enfrenta varias limitagdes significativas

(BRUMATTI et al., 2014; LOPRESTI, 2018; DYTRYCH et al., 2023)
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Uma das principais limitagdes da CURC ¢ sua baixa biodisponibilidade. Apos a
ingestdo oral, a CURC passa por um rapido metabolismo no figado e nos intestinos, sendo
rapidamente metabolizada e excretada, o que resulta em niveis plasmaticos extremamente
baixos, tornando-se dificil alcancar concentragdes terapéuticas eficazes no tecido alvo, o que ¢
uma barreira importante, para se tornar mais efetiva (CHIN et al., 2013; BRUMATTI et al.,
2014; LOPRESTI, 2018; DYTRYCH et al., 2023).

Outro desafio ¢ a baixa solubilidade em dgua da CURC, o que compromete ainda mais
sua absor¢cdo, tornando-a menos eficiente quando administrada oralmente. A falta de
solubilidade afeta negativamente a sua distribui¢do sist€émica, limitando sua capacidade de
atingir adequadamente as células em diferentes partes do corpo (BRUMATTI et al., 2014;
LOPRESTI, 2018; DYTRYCH et al., 2023).

Além disso, o rapido metabolismo e a eliminacdo sistémica da CURC representam
outra limitacdo significativa, mesmo quando administrada em altas doses, a CURC ¢
rapidamente metabolizada e excretada, o que impede a manutencdo de niveis terapéuticos
eficazes por tempo suficiente para exercer seus efeitos de maneira consistente. Essa rapida
eliminagdo limita sua eficacia clinica e requer abordagens inovadoras para prolongar sua

meia-vida e melhorar sua a¢ao no organismo (LOPRESTI, 2018; DYTRYCH et al., 2023).

Outro grande desafio ¢ a barreira hematoencefalica. Embora a CURC tenha
demonstrado eficicia em modelos experimentais de Alzheimer, sua capacidade de penetrar no
sistema nervoso central ¢ limitada. A barreira hematoencefalica € altamente seletiva e impede
que muitos compostos alcancem o cérebro em quantidades eficazes (SHABBIR et al., 2020;
ALKHALIFA et al., 2023; DARABAN et al., 2024). Como resultado, mesmo quando doses
altas de CURC sao administradas, apenas uma pequena fragdo atinge o tecido cerebral, o que
limita sua acdo direta nos processos neurodegenerativos subjacentes a DA (CHIN et al., 2013;

SHABBIR et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2024 GENCHI et al., 2024).

Buscando superar essa limitagdo, diversas estratégias estdo sendo exploradas, sendo
desenvolvidos novos sistemas de liberagdo, como nanoparticulas e complexos lipidicos, para
melhorar sua administracdo, solubilidade e entrega ao destino (CHIN et al, 2013;

LOPRESTI, 2018; DYTRYCH et al., 2023).
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2.4 EFEITOS NEUROPROTETORES DA CURCUMINA NA MEMORIA

Atualmente, diversos produtos nutracéuticos com potenciais efeitos para DA sdo
estudados, entre eles a CURC, que é o principal componente da Curcuma longa, tem
demonstrado efeitos favoraveis na prevencdo ou tratamento significativo da DA. Durante a
ultima década, a comunidade cientifica tem focado suas pesquisas na otimiza¢ao das
propriedades terapéuticas e na melhoria das propriedades farmacocinéticas da curcumina

(CHAINOGLOU et al., 2020).

Além disso, a CURC pode promover a neurogénese ¢ a neuroplasticidade, elementos
essenciais para a formagdo e a retencao de memorias, desse modo, melhorando a memoria e a
aprendizagem em diversos modelos experimentais, sugerindo um efeito positivo sobre os
processos neurobiologicos relacionados a cognicdo (TYNG et al., 2017; SANEI et al., 2018;
POPA et al., 2023).

A CURC pode atuar como um agente neuroprotetor, melhorando a funciao cognitiva
em ratos que apresentaram déficits de memoria associados a disfungdo da sinalizagdo de
insulina. (KANDEZI et al., 2020; ASSI et al., 2023; WANG et al., 2023). Essa relacao ¢
crucial, pois a resisténcia a insulina no cérebro ¢ um fator importante que contribui para o
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, incluindo a DA (YOON et al., 2023;

AFFUSO et al., 2024; DE OLIVEIRA ANDRADE et al., 2024).

Isso ¢ particularmente relevante, uma vez que a deméncia esporadica ¢ uma forma
comum da DA e esta associada a uma série de alteragdes neurodegenerativas (WILSON et al.,

2023; KUMAR et al., 2024; LANGERSCHEIDT et al., 2023).

Dentre seus efeitos no sistema nervoso, a CURC demonstra potencial significativo na
preservacdo da memoria e no combate ao declinio cognitivo. Isso ocorre principalmente
devido as suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias, que atuam diretamente na
redu¢gdo do EO e na inflamacdo cerebral, fatores frequentemente associados a
neurodegeneracao e as doencas cognitivas, como o a DA (MOUKHAM et al., 2024; NETO et
al., 2024).
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Outro mecanismo pelo qual a CURC exerce seus efeitos neuroprotetores esta
relacionado a modulacdo de varias vias de sinalizagcdo cerebral. Este composto ¢ capaz de
influenciar processos essenciais para a manutencdo de uma boa fungdo cognitiva e da
memoria a longo prazo (MOREIRA et al., 2023; GENCHI et al., 2024; MOUKHAM et al.,
2024).

Além disso, a CURC conseguiu inibir a agregacdo de proteinas AP, as quais sdo
presentes em cérebros afetados pela DA, assim ajudando a prevenir a formacao de placas

neurotoxicas. (SHABBIR et al., 2020; MOUKHAM et al., 2024; OLIVEIRA et al., 2024).

A CURC tem a capacidade de regular a ativacdo das vias de sinalizagdo, resultando na
reducdo da inflamagdo e do EO nas células neuronais. Essa inibi¢do € crucial, pois a ativacao
prolongada das proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs) e do fator nuclear kappa
B (NF-kB) estdo relacionadas a neuroinflamacgdo cronica e a degeneragdo sinaptica, que
comprometem a funcdo cognitiva e a memoria (GUO et al., 2024; NUNES et al., 2024; XU et
al., 2024).

Assim, ao bloquear essas vias, a curcumina protege os neurOnios contra o dano
induzido pela AP, preservando as fungdes sinapticas e a plasticidade cerebral (MAUGERI et
al., 2024; MIHAYLOVA et al., 2024; MOSALAM et al., 2024).

Neste contexto, o uso da CURC protege contra a perda de memoria associada ao
envelhecimento, mas também promove recuperagdao de fungdes cognitivas em casos de lesao
cerebral ou distarbios neurodegenerativos (PAHLAVANI et al., 2023; SHAO et al., 2023;
MOUKHAM et al., 2024).

Estes achados ressaltam o potencial da CURC como uma abordagem terapéutica para
melhorar a memoria e retardar a progressao da deméncia, especialmente em contextos onde a
disfungdo da insulina ¢ um fator significativo (SHABBIR et al., 2020; GAO et al., 2023;
NUNES et al., 2024).

Assim, a CURC ndo apenas atua na redu¢@o dos danos causados pela inflamag¢ao, mas
também promove um ambiente cerebral mais favordvel para a manutencdo da funcao

cognitiva (GENCHI et al., 2024; NUNES et al., 2024; OLIVEIRA et al., 2024).
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Esses achados sugerem que a CURC pode ser uma estratégia terapéutica promissora
para melhorar a memoéria e combater os déficits cognitivos associados ao Alzheimer

(AGRAWAL et al., 2009; AWASTHI et al., 2009; PLUTA et al., 2015).

Diante das suas distintas agdes para o organismo, sua acdo anti-inflamatoria e
antioxidante da curcumina podem contribuir para a melhoria da memoria, prevenindo a
disfungdo sinaptica e morte neuronal em modelos experimentais que mimetizam doencas
neurodegenerativas (ABDUL-RAHMAN et al., 2024; MAUGERI et al., 2024; OLIVEIRA et
al., 2024).

A protecdo contra a neurotoxicidade induzida pela STZ ¢ um aspecto critico da agao
da CURC contribuindo para a preservacao da integridade neuronal e a funcionalidade cerebral

(ALHARBI et al., 2022; ARCHANA et al., 2022; NOOR et al., 2022).

A STZ ¢ conhecida por causar danos nas células cerebrais e comprometer o fluxo
sanguineo, o que agrava os sintomas relacionados a deméncia. Neste contexto, a CURC pode
oferecer prote¢do contra déficits de memoria e alteracdes no fluxo sanguineo cerebral em um
modelo de DA induzido por STZ (ZHENG et al, 2021; GASPAR et al, 2022;
NOROUZKHANI et al., 2024).

2.5 A ACETILCOLINESTERASE E SUA FUNCAO NA MODULACAO DOS
MECANISMOS DE MEMORIA COGNITIVA

O neurotransmissor acetilcolina (Ach) estd relacionado a aprendizagem, raciocinio
logico, funcdo motora ¢ memoria. O que adiciona aos pacientes diagnosticados com DA
apresentarem uma alta degeneracdo do sistema colinérgico, principalmente reducdo de ACh
no cortex cerebral, nos quais envolve um tratamento terapéutico com inibidores de
acetilcolinesterase - AChE (enzima responsavel pela hidrolise de acetilcolina em acetato e

colina) no melhoramento dos niveis desses marcadores (SERENIKI, et al., 2008).
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Adicionalmente dentro do sistema colinérgico, estdo acdes exercidas pelo
neurotransmissor ACh sendo vastas em todo cérebro principalmente no sistema nervoso
central, localizadas principalmente nas nas regides do cortex cerebral, prosencéfalo basal,

hipocampo, diencéfalo, ponte e, em menor quantidade, no cerebelo (MOTA et al., 2012).

Na DA, a degeneracdo neuronal e a reducdo na disponibilidade de ACh afetam
negativamente a atividade desses receptores, contribuindo para déficits cognitivos. Além
disso, a distribuicdo e o funcionamento dos mAChRs em regides cerebrais chave, como o

hipocampo e o cortex cerebral, quando apresentam disfungdes dos receptores, esta interligada

a DA (LEVEY, 1996).

A expressdo dos mAChRs em circuitos de memoria desempenham um papel crucial na
modulagdo da plasticidade sinaptica e na formacdo de memorias (AGUIAR, 2010;
VENTURA et al., 2010; CAVALCANTE,2018). Diante disso, os receptores muscarinicos de
acetilcolina (mAChRs) estdo envolvidos em diversos processos relacionados a memodria,
desempenhando papéis importantes em diferentes tipos de memoria (JARDINE et al., 2020;
SZCZUROWSKA et al., 2022; GU et al., 2024).

A memoria de trabalho ¢ essencial para manter ¢ manipular informagdes por curtos
periodos. Os mAChRs, especialmente os subtipos M1 e M4, estdo envolvidos na modulacao
da atividade neuronal em areas como o cortex pré-frontal, que é crucial para a memoria de
trabalho. Estudos demonstram que a ativacdo de mAChRs no cortex pré-frontal pode
melhorar o desempenho em tarefas de memoria de trabalho, enquanto bloqueios dos mAChRs
prejudicam essa fun¢do (GALVIN et al, 2020; VIJAYRAGHAVAN et al., 2021; LI et al.,
2023).

Os mAChRs, particularmente os subtipos M1 e M3, sdo importantes para a
consolidagao da memoria de longo prazo. A ativagao desses receptores no hipocampo e no CE
contribui para a formagdo e a recuperagdo de memorias declarativas (fatos e eventos). A ACh,
através dos mAChRs, facilita a plasticidade sindptica, como a potenciacdo de longo prazo
(LTP), que ¢ um mecanismo chave na consolidacdo da memoria. (LEADERBRAND et al.,
2016; CAMINA et al., 2017, ADEDAYO et al., 2023).

A memoria espacial, envolve a navegacdo e a lembranca de ambientes fisicos, ¢
modulada pelos mAChRs, particularmente no hipocampo. Experimentos mostram que o

bloqueio de mAChRs pode prejudicar a performance em tarefas espaciais, como no teste do
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labirinto aquatico de Morris, onde animais tém dificuldades em se lembrar da localizacdo de
uma plataforma submersa (ASTUR et al., 2002; VORHEES et al., 2006; KENNARD et al.,
2011).

A memoria contextual, envolve a associagdo de eventos a ambientes especificos,
também ¢ modulada pelos mAChRs. A ativagdo muscarinica € necessaria para a aquisi¢do € a
recuperagdo de memorias contextuais, com o hipocampo desempenhando um papel central.
Inibir esses receptores pode prejudicar a capacidade de associar estimulos a contextos

especificos (XU et al., 2016; MARKS et al., 2022; SZCZUROWSKA et al., 2022).

Os mAChRs desempenham um papel multifacetado na memoria, modulando
diferentes tipos de memoria por meio de sua a¢do em varias regides cerebrais, incluindo o
cortex pré-frontal e o hipocampo. A ativacdo ou bloqueio desses receptores pode ter
implicagdes significativas em condi¢des neurologicas que afetam a memoria, como a DA

(ABRAMS et al., 2006; LEADERBRAND et al., 2016; MAURER et al., 2017).

A acetilcolinesterase (AChE) desempenha um papel crucial em pacientes com DA.
Recentemente, obteve-se o papel da acetilcolina neocortical na memoria espacial. A
descoberta do déficit colinérgico na DA sublinhou o papel da AChE como alvo terapéutico

(WANG et al., 2018).

2.6 NANOTECNOLOGIA E SUA APLICABILIDADE

Nanotransportadores geralmente se referem a materiais e produtos farmacéuticos de
aproximadamente 1 nm a 100 nm; no entanto, a Food and Drug Administration-FDA
(Administragdo de alimentos e medicamentos) dos EUA geralmente considera 1.000 nm
como um limite méaximo (CHEN et al., 2020; MIGUEL et al., 2022; RODRIGUEZ-GOMEZ
et al., 2023).

O uso de nanoformulagdes resulta em melhor farmacocinética e farmacodinamica dos
farmacos, como na redugdo da toxicidade. Além disso, apresentam como aspecto
fundamental, a entrega e liberacdo do farmaco de modo controlado para seus locais
especificos da doenca, o que acarreta em maior efetividade do tratamento (YUSUF et al.,
2023; AL-THANI et al., 2024; HUANG et al, 2024). Com o uso da nanotecnologia, ¢

possivel ultrapassar com maior eficiéncia a BHE pelo transporte de moléculas ativas através
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da membrana, como representado na figura 2 (VAN DEN BROEK et al., 2022; KULKARNI
etal., 2023; WU, D. etal., 2023).

Figura 3 -Barreira hematoencefalica semipermeével e via de transmigracdo das nanocépsulas (NCs)

NC's Cérebro
® ®

Fonte: (Adaptada de TIWARYI, et al, 2019)

Os usos da técnica de encapsulamento de medicacdes apresentam diversos beneficios
clinicos como: protecdo contra a degradacdo quimica e/ou enzimatica, controle da toxicidade
do farmaco e de seus efeitos secundérios, como também estabiliza o farmaco antes de chegar

ao local alvo (TENCHOV et al., 2021; THOE et al., 2021; HSU et al., 2023).

Nanoformulagdes, como nanoparticulas poliméricas e lipossomais, tém sido
empregadas para aumentar a solubilidade e a estabilidade metabdlica de substancias que
sejam insoliveis em agua, como também aumentando a exposi¢do sistémica (HUANG, L. et

al., 2024; HUANG, Y. et al., 2024).

Além disso, este método de transporte de substincias medicamentosas atesta que €
possivel reduzir significativamente a depuracdo e prolongar a meia-vida de circulagdo em
comparagdo com medicamentos ndo formulados (MITCHELL et al, 2020; BARYAKOVA et
al., 2023; EZIKE et al., 2023).

Corroborando, destacam-se na literatura alguns estudos que demonstram que a
vetorizacdo de fArmacos, como por exemplo, o uso de nanocépsulas, direcionam o fairmaco
para tecidos alvo, permitindo uma melhor penetracao pela BHE, por exemplo, melhorando
assim sua biodistribui¢do (PARIKH et al., 2018; BARBARA et al, 2017; MENG et al.,
2015).
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A nanomedicina oferece novas abordagens para superar varias limitagdes dos
tratamentos convencionais, como a baixa biodisponibilidade e a dificuldade de atingir o
cérebro devido a presengca da BHE (BHATTACHARYA et al., 2022; WARIS et al., 2022;
WANG Z. et al., 2023).

Além disso, as nanoformulacdes derivadas de plantas podem atuar em multiplos alvos
biolégicos, abordando a complexidade das doengas neurodegenerativas. Compostos naturais
como polifendis e flavonoides, quando formulados em nanoparticulas, t€m demonstrado
propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias, que sdo cruciais na mitigacdo dos danos
neuronais associados a DA. Esses sistemas ndo apenas melhoram a eficacia dos fitoterapicos,
mas também reduzem os efeitos adversos, promovendo uma abordagem mais segura e

sustentavel (BHATTACHARYA et al., 2022).

As nanoformulagdes, que incluem NC, polimeros biodegraddveis nanoparticulas,
lipossomas, micelas e outros sistemas de liberagdo controlada, oferecem a possibilidade de
melhorar a entrega de farmacos ao SNC, maximizando a eficacia terapéutica (WARIS et al.,
2022; WANG Z. et al., 2023). Essa abordagem permite que compostos terapéuticos, como
inibidores de AP ou moduladores da proteina tau, sejam entregues de forma mais eficaz nas
regides cerebrais mais afetadas pela patologia de Alzheimer (BHATTACHARYA et al., 2022;
WARIS et al.,2022)

No caso da DA, uma das maiores dificuldades terapéuticas ¢ garantir que os
compostos neuroprotetores ou anti-inflamatdérios consigam atravessar a BHE em
concentragdes eficazes. (HERNANDEZ-PARRA et al., 2022; PADILLA-GODINEZ et al.,
2022; WANG et al., 2023)

As nanoparticulas podem ser projetadas para atravessar essa barreira de maneira
eficiente, gracas ao seu tamanho diminuto e a possibilidade de modificagao da superficie das
nanoparticulas permitindo a adesdo a receptores especificos nas células neuronais, facilitando
a penetracdo no tecido cerebral. Isso permite que as nanoformulac¢des direcionem o farmaco
diretamente as areas afetadas, como o hipocampo e o cortex, que sdo regides chave na
patologia do Alzheimer. (CHENG et al., 2022; HERNANDEZ-PARRA et al., 2022; WARIS
et al.,2022; WANG et al., 2023)

Outro beneficio das nanoformulagdes em doencas neurodegenerativas, especialmente

no Alzheimer, ¢ a liberagdo controlada e sustentada dos farmacos, uma caracteristica essencial
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para tratar doencas neurodegenerativas de progressdo lenta, como a DA

(PADILLA-GODINEZ et al., 2022; WARIS et al., 2022; WANG et al., 2023).

As nanoparticulas podem ser programadas para liberar os compostos ativos de maneira
lenta e continua, prolongando a presenca dos farmacos e mantendo niveis terapéuticos no
cérebro por periodos mais longos e evitando picos de concentragdo que podem causar efeitos
colaterais e adversos, ou seja, reduzindo a necessidade de administracdes frequentes

(PADILLA-GODINEZ et al., 2022; WARIS et al., 2022; WANG et al., 2023).

Essa caracteristica ¢ particularmente importante no Alzheimer, onde a progressao lenta
e cronica da doenga exige um fornecimento constante de agentes terapéuticos para neutralizar
o acumulo de placas AP e tau (CHENG et al., 2022; WARIS et al., 2022; WANG et al.,
2023).

Além disso, as nanoformulagdes podem ser usadas para “co-delivery” de multiplos
farmacos, o que ¢ uma vantagem em condigdes multifatoriais como na DA, pois essa doenga
envolve diversos processos patoldogicos simultdneos, incluindo neuroinflamagdo, estresse
oxidativo e disfuncdo sinaptica, acimulo de AP, hiperfosforilacdo da tau e neuroinflamacao

(PADILLA-GODINEZ et al., 2022; WARIS et al., 2022; WANG et al., 2023).

A combinacdo de nanoformulagdes com agentes neuroprotetores pode também
potencializar os efeitos terapéuticos, promovendo a satde neuronal e a plasticidade sinaptica,
que sdo frequentemente comprometidas em doencas neurodegenerativas (CHENG et al.,

2022; HERNANDEZ-PARRA et al., 2022).

Isso possibilita a entrega simultanea de medicamentos que atuam em diferentes vias,
aumentando a eficacia terapéutica e potencialmente melhorando os resultados clinicos, que
sdo fatores importantes na degeneragdo neural (PADILLA-GODINEZ et al., 2022; WARIS et
al., 2022; WANG et al., 2023).

Neste contexto, as nanoparticulas podem ser projetadas para transportar uma
combinagdo de compostos terapéuticos, atacando multiplas vias patologicas ao mesmo tempo.
Isso melhora a eficdcia do tratamento e reduz a necessidade de multiplas administragdes de
diferentes farmacos (WANG et al., 2023). Ao utilizar esses sistemas de entrega, ¢ possivel
melhorar a eficicia do tratamento e, simultaneamente, promover a saude neuronal,

aumentando a plasticidade sinaptica e a fungdo cognitiva (PADILLA-GODINEZ et al., 2022).
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Além disso, os nanomateriais podem ser utilizados como agentes diagndsticos,
permitindo o rastreamento de biomarcadores especificos do Alzheimer e outros disturbios
neurologicos. Por exemplo, nanoparticulas podem ser projetadas para identificar e se ligar a
depdsitos de AP, auxiliando no diagndstico precoce € no monitoramento da progressdo da
doenca através de imagens cerebrais mais detalhadas, como aquelas realizadas com
tomografia por emissao de positrons (PET) ou ressonancia magnética (BHATTACHARYA et
al., 2022; HERNANDEZ-PARRA et al., 2022; PADILLA-GODINEZ et al., 2022; WARIS et
al.,2022).

Apesar do imenso potencial das nanoformulagdes no tratamento de doencas
neurodegenerativas, incluindo a DA, existem desafios importantes que ainda precisam ser
superados como questdes de seguranca e biocompatibilidade a longo prazo sdo uma
preocupacao, uma vez que a introdu¢ao de materiais nanométricos no cérebro pode ter efeitos

adversos ainda ndo totalmente compreendidos (WARIS et al.,2022; WANG et al., 2023).

2.7 EFEITOS DAS NANOCAPSULAS DE CURCUMINA

Sistemas nanocarreadores aumentam a biodisponibilidade das drogas por elas
carreadas, e essa propriedade pode ser bastante promissora em aumentar a baixa
biodisponibilidade e solubilidade da CURC (PARIKH et al., 2018; CHEN et al., 2020). As
NC atuam como veiculos de entrega altamente eficazes, capazes de superar a baixa
biodisponibilidade natural da CURC, um composto com fortes propriedades
anti-inflamatorias, antioxidantes e neuroprotetoras (DE GOMES et al, 2023;

BERTONCINI-SILVA et al., 2024; JACOB et al., 2024).

A encapsulagdo da CURC em nanocarreadores oferece uma solucdo para esses
desafios, tornando sua solubilidade aumentada, sua liberagdo no organismo de forma
controlada, permitindo maior penetracdo na barreira hematoencefalica e libera¢do sustentada
no SNC, o que ¢ fundamental no tratamento de condi¢cdes neurodegenerativas, dessa maneira,
garantindo uma agao prolongada e direcionada no SNC, ajudando a tratar condi¢des cronicas
de forma mais eficiente (GODSE et al., 2023; MOAWAD et al., 2023; DA COSTA
RODRIGUES et al, 2024).
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As nanocdpsulas de curcumina (NC-CURC) possibilitam a reducdo dos efeitos
colaterais com altas doses de curcumina, minimizando a toxicidade e aumentando a seguranga
do tratamento. Eles podem ser projetados para liberar CURC em resposta a estimulos
especificos, como o ambiente inflamatério ou oxidativo presente em doencas
neurodegenerativas, desse modo melhorando o tratamento de forma mais precisa e eficaz

(TAGDE et al., 2021; GODSE et al., 2023; DA COSTA RODRIGUES et al., 2024).

A administragdo de CURC em sua forma nanoparticulada ndo apenas atenua os
déficits de memoria, mas também promove uma série de beneficios neuroprotetores, como
melhorar a sua biodisponibilidade da curcumina, permitindo que o composto alcance
efetivamente o cérebro e exerca suas propriedades benéficas (NOOR et al., 2022). Além
disso, as nanoparticulas de CURC atuam também na redugdo da inflamagdo e do EO, fatores

que desempenham um papel significativo na progressdo da DA (NOOR et al., 2022).

No contexto da DA, as NC-CURC sdo particularmente promissoras. Elas permitem
que a CURC ultrapasse a BHE de maneira mais eficaz, aumentando sua concentracdo no
cérebro. Isso ¢ essencial, pois a CURC pode inibir a formag¢dao de placas AP, que estdo
diretamente ligadas a progressao da DA (DEL PRADO-AUDELO et al., 2019; SHABBIR e¢
al., 2020; BALAKRISHNAN et al., 2024; GENCHI et al., 2024).

Além disso, as NC também ajudam a proteger as células cerebrais contra o EO ¢ a
inflamacgdo, que sdo dois fatores-chave na degenera¢ao neuronal assim como, liberam de
maneira sustentada e proporcionada pelas nanocapsulas garantindo que a CURC tenha um
efeito prolongado no combate a esses processos patologicos (SANTOS et al., 2020; TAGDE
etal., 2021; GODSE et al., 2023).

As NC-CURC apresentam efeitos significativos nas células Hep-G2, promovendo
morte celular mais efetiva do que a CURC sozinha. Esse mecanismo ¢ relevante para o
tratamento de doengas neurodegenerativas, pois a regulacdo inadequada do apoptose pode
levar a perda neuronal na DA. Ao modularizar a apoptose, as NC-CURC podem proteger os
neurdnios da morte celular devido a inflamagdo e ao EO, permitindo uma a¢ao mais precisa €
efetiva da CURC (MOAWAD et al., 2023; RAJPUT et al., 2023; MAHJOUBIN-TEHRAN et
al., 2024).

Além disso, as NC-CURC podem influenciar a expressdo de genes relacionados ao

ciclo celular, regulando proteinas-chave envolvidas no controle do crescimento celular e na
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resposta ao estresse. No contexto da DA, essa modulagdo gé€nica pode ser essencial para
limitar a ativagdo de mecanismos inflamatérios e promover a sobrevivéncia neuronal

(MOAWAD et al., 2023).

Ainda ha efeitos da NC-CURC na prote¢do contra a apoptose no hipocampo, uma
regido critica para a formacdo de memdrias e aprendizagem, esse efeito ¢ particularmente
importante, pois a apoptose neuronal ¢ um dos principais mecanismos envolvidos na

progressao da DA (MOOSAVI et al., 2024).

As NC-CURC estao envolvidas na restauracdo da sinalizagdo de vias celulares
essenciais, que sdo fundamentais para a sobrevivéncia celular e a plasticidade sinéptica, a
disfungdo dessas vias estd associada a déficits cognitivos e a deterioracao da fun¢do neuronal
observada em condi¢des como Alzheimer. (MOOSAVI et al., 2024). Portanto, a capacidade
das NC-CURC de prevenir a interrup¢do dessas sinalizagdes sugerindo que ela pode
desempenhar um papel significativo na manuten¢do da saude neuronal e na preservacao das

fungdes cognitivas (MOOSAVI et al., 2024).

Foi também observado que o tratamento com as NC melhorou aspectos envolvidos na
inflamacdo e no EO, reduzindo a neurotoxicidade e desacelerando a progressdo da
neurodegeneracdo (HU er al., 2023; ADAMU et al., 2024; OLIVEIRA et al., 2024). As
NC-CURC abrem novas perspectivas para o desenvolvimento de intervengdes que possam
beneficiar pacientes com comprometimento cognitivo, promovendo uma abordagem mais
eficaz e direcionada no combate a doenca. (NOOR et al., 2022; ISLAM et al., 2023;
MUNDEKKAD et al., 2023).

No contexto da DA, isso significa que as NC-CURC poderiam ajudar a desacelerar a
progressao da doenga, melhorando a memoria e a funcao cognitiva a0 mesmo tempo em que
reduzem a neuroinflamagdo, representando uma alternativa terapéutica inovadora e
promissora para o tratamento de condi¢des associadas a perda de memoria, como a DA (LIU

et al., 2023; DA COSTA RODRIGUES et al., 2024; OLIVEIRA et al., 2024).

Alguns estudos destacam o potencial terapéutico da NC-CURC como uma abordagem
inovadora para combater a memoria prejudicada e os processos neurodegenerativos
associados ao Alzheimer (OLIVEIRA et al., 2023; DA COSTA RODRIGUES et al., 2024;
MOOSAVI et al., 2024).
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No modelo de DA induzido por STZ, o uso de NC-CURC demonstrou uma
diminui¢do significativa na ativa¢do de proteinas ligadas a apoptose, como o receptor de
morte celular e as caspases envolvidas no processo apoptdtico (DUAN et al, 2022,

ALSULAIM et al., 2023; ELSAYED et al., 2023).

Os mecanismos pelos quais as NC-CURC podem beneficiar o modelo da DA induzida
por STZ sdo variados, de maneira que a CURC encapsulada pode potencializar a atividade de
enzimas antioxidantes, como a superdxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT)
concomitantemente a inibi¢do da produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e citocinas
pro-inflamatoérias, acarretando em uma area cerebral, menos suscetivel a neurodegeneracao

(FIDELIS et al., 2019; PRASANNA et al., 2021; MISHRA et al., 2024).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de nanocapsulas contendo curcumina diante de alteragdes
neurocomportamentais, relacionados a memoria, e teciduais em um modelo experimental de
doenga de Alzheimer (DA) em roedores induzida pela injecdo intracerebroventricular (ICV)

de estreptozotocina (STZ) em ratos.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1. Avaliar os efeitos das formulagcdes de CURC nanoencapsulada e/ou na

forma livre em ratos apds injecdo de STZ (i.c.v) sob a locomog¢ado voluntaria;

3.2.2. Avaliar os possiveis efeitos da CURC nanoencapsulada e/ou na forma livre em
restaurar a memoria longo prazo e aversiva de ratos apds a inje¢ao de STZ (i.c.v) em

diferentes testes comportamentais;

3.2.3. Avaliar os possiveis efeitos da CURC a nanoencapsulada e/ou na forma livre em
restaurar a memoria espacial de ratos apds a inje¢ao de STZ (i.c.v) em diferentes testes

comportamentais;

3.2.4. Avaliar marcadores de EO apos a inje¢ao de STZ (i.c.v) da curcumina

nanoencapsulada e na forma livre no cortex pré-frontal e hipocampo de ratos;

3.2.5. Avaliar os efeitos da CURC nanoencapsulada e/ou na forma livre em ratos apos
injecao de expostos ao da STZ (i.c.v) sobre a atividade da AChE no coértex pré-frontal e

hipocampo dos ratos;

3.2.6. Investigar os efeitos da CURC nanoencapsulada e/ou na forma livre em ratos
apos injecao de expostos ao da STZ (i.c.v) sobre a ativagdo astrocitaria em hipocampo de

ratos.
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4 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A partir do momento que o individuo ¢ diagnosticado com a DA, muitas mudancas na
vida desta pessoa e de seus familiares acontecem, seja em sua rotina individual como na de
sua familia, pelo fato de que é necesséario realizar adaptagdes de acordo as suas novas
caréncias e prioridades de cuidado, os quais s3o de suma importancia que sejam realizados de
forma interdisciplinar com os profissionais de saude, especialmente o enfermeiro, o qual pode
realizar um suporte para o usuario e sua familia, a qual enfrenta uma situagao distinta do que

era seu cotidiano (DE ALBUQUERQUE et al.,2019).

Um estudo de 2017 sobre prevengdo, intervencdo e tratamento de deméncia inclui
fatores de risco, incluindo baixo contato social, tabagismo, obesidade, depressdo, inatividade
fisica, diabetes, hipertensao e deficiéncia auditiva (LIVINGSTON et al., 2017; KIVIMAKI et
al.,2018; LIVINGSTON et al.,2024; WALSH et al.,2024). Mudangas no estilo de vida podem
alterar esses fatores, mas outros fatores de risco também sdo levados em conta, como o
consumo excessivo de alcool, lesdo cerebral traumatica cronica (TCE) e polui¢do atmosférica

(WEIL et al.,2018; LIVINGSTON et al.,2020; LYKKE,2024).

As primeiras diretrizes para diminuir o risco de deméncia e o declinio cognitivo foram
publicadas pela OMS em 2019. Essas diretrizes sdo centradas na atividade fisica, dieta,
excesso de peso ou obesidade, consumo de tabaco e alcool, hipertensao e diabetes. Individuos
com deméncia apresentam maior risco de doengas cardiovasculares e metabolicas devido a

esses fatores de estilo de vida (OMS, 2019; SCHELTENS et al.,2021).

Isto significa que os fatores do estilo de vida ndo afetam diretamente a patologia, mas
podem contribuir para uma porcentagem dos fatores de risco vasculares e metabdlicos
acarretando em maior propensao destes em individuos com DA (SCHELTENS, ef a/.,2021).
Fatores relacionados ao risco cardiovascular e estilo de vida sedentario, estdo sendo

associados em diferentes estudos em conjunto com a deméncia (LIVINGSTON et al.,2017).

O aumento da expectativa de vida, a alta incidéncia da DA em idosos e o limitado
tratamento desta enfermidade justificam a necessidade de novas investigagdes acerca dos
mecanismos envolvidos e de novos alvos terapéuticos na patogénese e progressao da doenga,
assim como, as investigacdes de novos farmacos e métodos terapéuticos para a prevengao e

tratamento da DA sao altamente relevantes.
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Neste contexto, emerge esta proposta de investigagdo do potencial neuro restaurador
de NC-CURC frente aos prejuizos comportamentais de memoria e teciduais induzidos pela
STZ, um modelo da DA, em ratos. Corroborando com essa hipdtese de melhorias do uso da
CURC, destacam-se na literatura alguns estudos que demonstram que a vetorizagdo de
farmacos, como por exemplo, o uso de NC, direcionam o farmaco para tecidos alvo,
permitindo uma melhor penetragdo pela BHE, por exemplo, melhorando assim sua

biodistribuicdo (MENG et al.,2015; BARBARA et al.,2017; PARIKH et al.,2018).

Sistemas nanocarreadores também aumentam a biodisponibilidade das drogas por elas
carreadas, e essa propriedade pode ser bastante promissora em aumentar a baixa

biodisponibilidade da CURC (PARIKH et al.,2018).

Estudos publicados nos ultimos anos ja demonstraram que a CURC possui efeitos
neuroprotetores € neuro restauradores, que esse flavonoide possui efeitos antioxidantes e
anti-inflamatorios e melhora o desempenho cognitivo de animais em diferentes modelos de

déficit de memoria (MENG et al.,2015; BARBARA et al.,2017; PARIKH et al.,2018).

Assim, diversos estudos indicam o promissor efeito benéfico da CURC em doencas
neurodegenerativas, inclusive neste modelo proposto aqui (ISHRAT et a/.,2009; BASSANI et
al., 2017; ABRAHAMS et al,2019;), contudo, at¢ onde sabemos, ndo hd estudos que
apontem os efeitos de nanoformulagdes de CURC em animais como prejuizos
comportamentais e neuroquimicos induzido pela STZ. Por fim, buscamos propor nesta
dissertacao, demonstrar a eficiéncia das NC-CURC em relagdo a CURC livre (dissolvida em

6leo) em um modelo da DA induzido por STZ em ratos.
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5S DESENVOLVIMENTO

O desenvolvimento deste trabalho de dissertacdo de mestrado estd apresentado sob a
forma de um artigo cientifico publicado na revista Brain Science (I.F. 2.7, em 2024). Assim,
tanto a metodologia adotada nesta pesquisa, como os resultados dela e a sua discussdo, estdo
apresentados nestas segdes. As referéncias bibliograficas encontram-se posteriormente nas

suas descrigoes.
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Abstract: Investigating new drugs or formulations that target Alzheimer disease (AD) is critical
for advancing therapeutic interventions. Therefore, this study aimed to assess the effectiveness of
nanoencapsulated curcumin (NC Curc) in alleviating memory impairment, oxidative stress, and
neuroinflammation in a validated AD model. Male Wistar rats were given bilateral intracerebroven-
tricular injections of either saline or streptozotocin (STZ) (3 mg/3 uL/site) to establish the AD model
(day 0). On day 22, daily oral administrations of curcumin (6 mg/kg), NC Curc (6 mg/kg), or a
vehicle (unloaded NC) were initiated and continued for 14 days. NC Curc significantly reversed
memory deficits in object recognition and inhibitory avoidance tests induced by STZ. Both formu-
lations of curcumin attenuated elevated acetylcholinesterase activity caused by STZ. Importantly,
NC Curc alone effectively mitigated STZ-induced oxidative stress. Additionally, NC Curc treatment
normalized GFAP levels, suggesting a potential reduction in neuroinflammation in STZ-treated rats.
Our findings indicate that NC Curc improves memory in an AD rat model, highlighting its enhanced
therapeutic effects compared to unencapsulated curcumin. This research significantly contributes
to understanding the therapeutic and neurorestorative potential of NC Curc in AD, particularly in
reversing pathophysiological changes.

Keywords: memory; streptozotocin; nanotechnology; neuroinflammation; oxidative stress

1. Introduction

Alzheimer disease (AD)is a complex condition influenced by various factors, including
genetics, environment, and metabolism. Its main characteristic is memory loss, which is
the first indication of dementia. The disease is characterized by the buildup of p-amyloid
plaques, which initiate harmful effects on the brain, causing the loss of neurons and
synapses. This process also increases oxidative stress and inflammation, damaging the
neural tissue. As a result, cognitive decline worsens over time, particularly affecting brain
regions such as the cortex, hippocampus, striatum, and cerebellum [1-3].

The complex pathophysiology of AD involves oxidative stress and neuroinflammation.
These factors adversely affect the central nervous system, disrupting metabolic pathways in
the brain and causing irreversible damage to the biological system. Oxidative stress plays a
crucial role in the various stages of AD, including both sporadic and familial forms [1,4].
Neuroinflammation is a key factor in the progression of AD, as it complicates the brain
environment and impairs neuronal and synaptic functions [5]. AD patients also experience
a progressive cognitive decline associated with changes in acetylcholine levels [6]. Main-
taining optimal brain function requires regulating oxidative stress, neuroinflammation,
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and acetylcholine levels, especially in the cortex and hippocampus [5,7]. Low molecular
weight antioxidants and anti-inflammatory agents, such as Curcuma longa L., can help
counteract the brain changes seen in AD patients [4]. C. longa L., an herbaceous plant of
the Zingiberaceae family, receives its distinctive yellow-orange color from curcumin, its
primary curcuminoid [8].

Curcumin has garnered attention for its potential therapeutic benefits in neurodegen-
erative conditions, specifically AD [4]. It is believed to work by inhibiting the formation
and promoting the disintegration of f-amyloid plaques, as well as mitigating the hyper-
phosphorylation of the tau protein [9]. One limitation of curcumin is its low solubility
and permeability in water, resulting in low bioavailability and presenting challenges for
oral administration [10]. However, by utilizing nanocarrier systems, particularly nanocap-
sules, it becomes possible to achieve precise drug targeting to specific tissues [11]. This
approach enhances drug permeability across physiological barriers, such as the blood-brain
barrier, optimizing biodistribution and potentially enhancing the therapeutic efficacy of
curcumin [12-15].

Considering these factors, the objective of this study was to evaluate the effect of
curcumin nanocapsules (NC Curc) on memory loss, neuroinflammation, and oxidative
stress reversal in an animal model of AD induced by intracerebroventricular (icv) injection
of streptozotocin (2-deoxy-2-(3-(methyl-3-nitrosoureido)-D-glucopyranose) (STZ). Addi-
tionally, this study investigated the involvement of acetylcholinesterase (AChE) activity. To
mimic the sporadic non-hereditary form of AD, which is the most common category affect-
ing patients and is related to interactions between genetic and environmental factors [16],
low doses of STZ were used to induce this well-established model through an icv injection
capable of inducing a pathology similar to AD [3,16].

2. Materials and Methods
2.1. Animals

A total of 86 male 8-week-old Wistar rats, weighing 250-350 g, were employed in
this study: 62 rats for behavioral, oxidant, and AChE assays, with an additional set of
24 rats (n = 4/group) for immunohistochemistry assays. The animals were housed at a
controlled temperature of 22-25 °C, with unrestricted access to water and food. They were
subjected to a 12 h:12 h light/dark cycle, with lights turning on at 7:00 a.m. The rats were
sourced from the Federal University of Santa Maria (Brazil) and used in accordance with
the guidelines of the Committee on Care and Use of Experimental Animal Resources of the
Federal University of Pampa (Brazil; protocol no. 040/2019). The sample size was based
on similar studies [17,18]. All efforts were focused on minimizing animal suffering and
reducing the number of animals used in the experiments.

2.2. Drugs and Formulations

Streptozotocin was obtained from Sigma-Aldrich (50130) (St. Louis, MO, USA) and dis-
solved in Hank’s balanced salt solution (HBSS) with the following concentrations (in mM):
137 NaCl, 0.63 Na;HPOy, 4.17 NaHCO3, 5.36 KCl, 0.44 KH;POy, 1.26 CaCly, 0.41 MgSOy,
0.49 MgCl,, and 10 glucose (pH 7.4), as instructed by Biasibetti et al. [19]. Curcumin was
obtained from Sigma-Aldrich (C1386) (St. Louis, MO, USA). The anti-glial fibrillary acidic
protein (anti-GFAP) (G3893) antibody was obtained from Sigma-Aldrich Brazil, along with
a secondary antibody labeled with Alexa Fluor 594 from Invitrogen (A11012). DAPI fluo-
rescent dye was sourced from Invitrogen (D9542). All other chemicals were of analytical
grade and procured from standard commercial suppliers.

Curcumin nanocapsules coated with polysorbate (P80) formulation were prepared
using the deposition interfacial method [20]. Curc (final concentration of 0.6 mg/mL),
poly(é-caprolactone), caprylic/capric triglyceride oil, and sorbitan monostearate were
dissolved in acetone and then poured into an aqueous solution containing P80. After
agitation, a rotatory evaporator was used to remove the organic solvent and excess water.
Unloaded NCs were prepared using the same method without curcumin. Formulations
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were characterized by Santos et al., 2021 [20] and showed particle sizes of 254 + 2 and
207 £ 5 nm for NC Curc and unloaded NCs, respectively. The zeta potential and pH for
NC Curc were —26 £ 2mV and 6.0 & 0.01 and, for unloaded NC, were —25 4+ 3 mV and
5.0 = 0.01. Encapsulation efficiency and drug content were close to 100% for NC Curc.

2.3. Surgical Procedure and Experimental Protocol

The initial day involved icv infusion of STZ or vehicle, as demonstrated elsewhere [17,19].
Specifically, on the day of surgery, animals were anesthetized using ketamine/xylazine
(75 and 10 mg/kg, respectively, ip) and positioned in a stereotaxic apparatus. A midline
sagittal incision was made in the scalp, and burr holes drilled over the lateral ventricles. The
coordinates used were 0.9 mm posterior to bregma, 1.5 mm lateral to sagittal suture, and
3.6 mm beneath the brain surface. Rats received 3 pL bilateral infusion of STZ (3 mg/kg)
or vehicle using a Hamilton syringe. Post-surgery, rats were placed on a heating pad at
37.5 £ 0.5 °C until recovery from anesthesia. Subsequently, they were housed for 21 days to
establish the AD model, after which they were redivided into groups to assess NC Curc and
curcumin’s effects on STZ. The animals were assigned to six groups (n = 9-12/group):

(I).  Control—vehicle (HBSS, 3 uL./ventricule, icv) + unloaded NC (gavage) (n = 12)
(). Curc—vehicle (HBSS, 3 uL/ventricule, icv) + free curcumin (in canola oil, 6 mg/kg,

gavage) (n = 11)

(II). NC Curc—vebhicle (HBSS, 3 uL/ventricule, icv) + curcumin-loaded NC (6 mg/kg,

gavage) (n = 12)

(IV). STZ—streptozotocin (3 mg/kg, 3 uL/ventricule, icv) + unloaded NC (gavage) (11 = 9)
(V). STZ + Curc—streptozotocin (3 mg/kg, 3 uL/ventricule, icv) + free curcumin (in

canola oil, 6 mg/kg, gavage) (n = 9)

(VI). STZ + NC Curc—streptozotocin (3 mg/kg, icv) + curcumin-loaded NC (6 mg/kg,
gavage) (n=9)

On day 22, the rats began daily oral treatment, continued for 14 days, with curcumin
in oil (10 mL/kg), NC Curc (6 mg/kg), or unloaded NC (0 mg/kg). The dosages were
selected based on the study by Loch-Neckel et al. [21]. Behavioral tests were conducted
on days 32-35. Twenty-four hours after the last behavior test, on day 36, the rats were
euthanized, and their prefrontal cortices and hippocampi were dissected. A schematic
representation of the experimental procedure is shown in Figure 1.

Cages [0 mﬂuce Wpee Rsiaons ﬂRT UTM) ﬁ’m
Habituation (TRO) Inhibitory m a.me (a'qmsua'\)
Euthanesia
STZoriBss S R ORT (Acquishion) Inhibitory avoidance test

(icv - bilateral) End of treatment

Daily oral treatment of curcumin (in oil) (6 mg/kg); nanocapsules loaded with
curcumin (NC curc) (6 mg/kg) or unloaded (NC) (0 mg/kg)

Figure 1. Schematic representation of the experimental design. On day 0, rats received a bilateral
infusion of STZ (3 mg/kg—3 uL) or saline solution intracerebroventricular (icv). After 21 days, the
rats were divided into groups. From day 22 to day 35, the animals were treated with free curcumin
(Curc) (in oil, 6 mg/kg, ig), curcumin loaded in nanocapsules (NC Curc) (6 mg/kg, ig), or unloaded
nanocapsules (NC) (0 mg/kg). Behavioral tests were carried out between days 32 and 35 to assess
cognitive function. On day 36, the prefrontal cortices and hippocampi were dissected.

64



Brain Sci, 2024, 14, 130

40f17

2.4. Behavioral Tests
2.4.1. Open Field Test

On day 32, spontaneous locomotor activity was assessed using the open field test [22].
The apparatus, measuring 50 x 50 x 50 c¢m, had its floor divided into nine equal squares.
Each rat was placed in the center, and their movement across segments (four-leg criterion)
and rearings were recorded for 5 min by a blinded observer using a stopwatch.

2.4.2. Object Recognition Test

Long-term memory (LTM) was measured using the one-trial object recognition task
(ORT) method on days 32, 33, and 34 following icv STZ administration [23,24]. The animals
were placed in an open wooden box (50 x 50 x 50 cm) and allowed to explore two identical
objects (A1 and A2) for 5 min on the training day (day 33). The objects, made of plastic with
various colors, were attached to the floor to prevent displacement. To measure LTM, one
of the objects was replaced with a novel object (B) 24 h after training, and the exploration
time was measured by a blinded observer for an additional 5-min period. Exploration
was defined as sniffing or touching the object with the nose and/or forepaws. The results
were expressed as the percentage of exploratory preference for each animal using the ratio
tB/(tA + tB) x 100, where tA is the time spent exploring the familiar object A and tB is the
time spent exploring the novel object B.

2.4.3. Y-Maze Test

Spatial working memory was assessed on day 34 after icv STZ administration for
5 min using a Y-maze, as described by Dellu et al. [25] and then validated as a task requiring
hippocampal function and spatial memory [26,27]. The Y-maze used in this study had three
arms crossing at 120° angles. This behavioral test was performed by a blinded observer.
Rats were expected to explore the new arms more frequently than a recently explored arm,
and returning to a previously explored arm was counted as a mistake. A lower exploration
frequency of the last previously explored arm indicated better memory performance. A
consecutive entry into all three arms (i.e., ABC, CAB, or BCA but not ABA) was consid-
ered an actual alternation. The scores were calculated as (actual alternation/maximal
alternation — 2) x 100.

2.4.4. Inhibitory Avoidance Test

Aversive LTM was assessed using the inhibitory avoidance test on days 34 and 35 [17].
The apparatus consisted of a single box with a safe platform, and the rats were trained to
associate the removal of this platform with an aversive stimulus (a 0.5 mA electric shock
delivered for 2 s). Twenty-four hours after training (day 35), the rats were placed on the
platform again, and the time taken to step down (transfer latency) was measured (cut-off at
300 s). Latency (in seconds) was defined as the time taken to fall from the platform in the
acquisition and retention phases. This behavioral test was performed by a blinded observer.

2.5. Sample Preparation

Samples were homogenized in 50 mM Tris-HCI buffer, pH 7.4 (1/10, w/v). Post-
homogenization, samples were centrifuged at 2400 g for 10 min at 4 °C. The resultant
low-speed supernatant fraction (51) was utilized for several analyses: reactive species (RS)
and non-protein thiol (NPSH) levels, thiobarbituric acid reactive species (TBARS) levels,
and catalase (CAT) and acetylcholinesterase (AChE) enzymatic activities. For immunohisto-
chemistry, rats were deeply anesthetized with ketamine/xylazine (ip) and perfused through
the left cardiac ventricle first with 0.9% saline solution, then with 4% paraformaldehyde in
0.1 M PBS, pH 7.4. Brains were post-fixed in the same fixative for 24 h at room temperature
and cryoprotected in 30% sucrose solution in PBS at 4 °C for 48 h. Finally, blinded observers
froze the brains and stored them at —80 °C for future use in assays.
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2.6. Oxidative Stress Parameters
2.6.1. Reactive Species

Reactive species (RS) levels were measured spectrofluorometrically using 2',7/-
dichlorofluorescein diacetate (DCHF-DA), a non-fluorescent compound that becomes
fluorescent dichlorofluorescein (DCF) upon oxidation by RS [28]. 51 was diluted (1:10)
in 50 mM Tris-HCI (pH 7.4), mixed with 10 uL of 1 mM DCHF-DA, and incubated at
room temperature for 60 min. The fluorescence intensity of DCF was recorded at 520 nm
(with 480 nm excitation). RS levels are expressed in units of DCF fluorescence.

2.6.2. Non-Protein Thiol Levels

NPSH levels were assessed using Ellman’s method [29]. S1 was combined with 10%
trichloroacetic acid (1:1 ratio). Post-centrifugation, the protein pellet was discarded, and
free thiol groups in the supernatant were measured. The supernatant was mixed with
1 M potassium phosphate buffer (pH 7.4) and 10 mM 2-nitro-5-thiobenzoic acid. The
colorimetric reaction was quantified at 412 nm, with NPSH levels expressed as nmol
NPSH/ g tissue.

2.6.3. Thiobarbituric Acid Reactive Species Levels

Lipid peroxidation was determined by TBARS assay as described by Ohkawa et al. [30]
by measuring the concentration of malondialdehyde (MDA) as an end product of lipid
peroxidation by reaction with thiobarbituric acid (TBA). Tissue aliquot (S1) was incubated
at 95 °C for 2 h with TBA. Color reaction was measured at 532 nm. TBARS was reported in
nmol TBARS/mg of protein.

2.6.4. Catalase Activity

The CAT activity in S1 was determined spectrometrically using Aebi’s method [31],
which measures the disappearance of H>0; in the presence of the sample at 240 nm. An
aliquot of S1 was added to a 50 mM potassium phosphate buffer (pH7.0), and the enzymatic
reaction was initiated by adding H2O;. One unit of enzyme was defined as the amount
required to monitor the disappearance of HyO,. Enzymatic activity is expressed as units,
which is the amount that decomposes 1 umol HyOs /min at pH 7 and 25 °C per mg protein.

2.7. Acetylcholinesterase Activity

Prefrontal cortex samples were homogenized in 0.25 M sucrose buffer (1/10, w/v)
and centrifuged at 2400x ¢ for 15 min at 4 °C. The resulting low-speed supernatants
(S1) were used for the acetylcholinesterase (AChE) assay. AChE activity was determined
as per Ellman et al. [32], using acetylthiocholine as a substrate. S1 was incubated with
0.1 M potassium phosphate buffer (pH 7.4) at 25 °C for 2 min, followed by the addition of
50 pL of 10 mM 5,5-dithiobis-(2-nitrobenzoic) acid and 200 uL of 8§ mM acetylthiocholine.
Spectrophotometric readings were taken at 412 nm every 30 s. AChE activity was expressed
as umol/h/mg protein.

2.8. Immunohistochemistry Assay

Coronal brain sections (30 um) were prepared using a cryostat (Leica-CM 3050S)
at —20 °C. Sections were incubated for 60 min in a blocking buffer with 10% normal
donkey serum (DS) in PBS with 0.1% Triton X-100 at room temperature. They were then
incubated overnight at 4 °C with rabbit anti-GFAP (1:400) in 1% DS diluted in 0.5% PBS-
Tx. After washing in PBS, sections were incubated with anti-rabbit Alexa 594 (1:1000)
in 1% DS diluted in 0.5% PBS-Tx for 2 h at room temperature. Subsequent to three PBS
washes, sections were incubated with 0.5 pg/mL DAPI (Invitrogen) for 10 min. After
the final washes, sections were mounted on slides with Fluor Save (Merck) and covered
with coverslips. Images of the hippocampal region were captured using the EVOS FLoid
Imaging System, with GFAP fluorescence integrated density analyzed using the NIH Image
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] software (15 November 2023). The method of Pinton et al. [17] was used, with minor
modifications [33].

2.9. Protein Levels

Protein concentration in brain homogenates was quantified using Bradford’s method [34].
Samples and bovine serum albumin standards were diluted 1:50 in potassium phosphate
buffer (10 mM, pH 7.4) and incubated with Bradford reagent for 10 min at room temperature.

2.10. Statistical Analysis

Data were presented as mean + SEM. Statistical differences between groups were
determined using one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s multiple
range test, as appropriate (GraphPad, San Diego, CA, USA). A p-value of <0.05 was
considered statistically significant.

3. Results
3.1. Behavioral Tests

In the open field test, one-way ANOVA showed no significant difference in crossing
numbers [F(5, 56) = 0.8161; p = 0.5433] or rearings [F(5, 56) = 0.5394; p = 0.7455] among
the groups (Table 1). Figure 2 presents the effects of NC Curc on STZ-induced memory
loss in the ORT. On day 33, all the animals explored both objects equally (about 50%)
during the training session (Figure 2A) [F(5, 56) = 0.9068; p = 0.4833]. Significant differences
in exploratory preference were observed in the probe ORT [F(5, 56) = 3.672; p = 0.0061]
(Figure 2B). The STZ group exhibited a notably lower preference for the new object com-
pared to the control group (p = 0.0108). The NC Curc treatment significantly restored the
mnemonic function disrupted by STZ (p = 0.0251), indicating that NC Curc mitigated the
STZ-caused LTM deficits in rats.

Table 1. The groups did not differ regarding the open field and Y-maze tests,

Open Field Test Y-Maze Test
Crossing Rearing Arm Entries Alternations
Control 48.38 + 24.38 25.54 + 18.18 14.45 + 5.02 53.73 +20.30
Curc 46.50 + 23.03 21.55 + 12.50 13.39 + 3.96 45.18 + 14.86
NC Curc 46.00 + 28.64 23.58 + 18.00 13.25 +£4.71 50.67 + 19.66
STZ 4872 +23.19 2728 +16.38 16.89 + 5.77 52.46 + 12.76
STZ + Curc 57.78 + 28.64 20:33 £ 9.77 16.13 + 5.90 37.63 + 8.18
STZ + NC Curc 34.19 + 2552 17.06 + 14.79 1275 £ 373 5223 +14.74

The effects of NC Curc and curcumin treatments (6 mg/kg/day) on total crossing and rearing in the open field test
and number of arm entries and % alternation in the Y-maze test after intracerebroventricular STZ ad ministration
in rats are shown in Table 1. Data are reported as the mean =+ SD of 9-12 animals per group.

In the Y-maze test, no significant differences were found in the total arm en-
tries [F(5, 56) = 1.125; p = 0.3580], suggesting similar locomotor activity across groups
(Table 1). Analysis of actual alternation percentages also showed no significant dif-
ferences [F(5, 56) = 1.407; p = 0.2360] (Table 1), indicating no effect of treatments on
working memory. During inhibitory avoidance training, transfer latency times did
not differ significantly between the groups [F(5, 56) = 0.4089; p = 0.8406] (Figure 3A).
However, significant differences emerged in the probe test [F(5, 56) = 3.672; p = 0.0060]
(Figure 3B), with STZ significantly reducing transfer latency compared to the control
group (p = 0.0437). Notably, NC Curc reversed this impairment (p = 0.0312), aligning the
STZ + NC Curc group with the control group. This suggests that NC Curc restored the
aversive LTM impairment induced by STZ.
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Figure 2. The NC Curc treatment restored the long-term memeory impairment induced by STZ
(icv) in rats in the ORT. Effects of NC Curc or curcumin treatments at a dose of 6 mg/kg/day
on (A) exploratory preference during the (A) training and (B) LTM sessions assessed in the object
recognition test in rats exposed to STZ (icv). Data are reported as the mean = SD of 9-12 animals per
group. * p < 0.05 compared to the control group, and # denotes p < 0.05 compared to the STZ group.
@ Denotes as Control; 9 as Curc; A as NC Curc; W as STZ; O as STZ + Curc and; ¥ as STZ + NC
Curc group.
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Figure 3. The NC Curc treatment restored the aversive memory impairment induced by STZ (icv) in
rats in the inhibitory avoidance test. The effects of NC Curc or curcumin treatments (6 mg/kg/day)
on (A) training (latency in seconds to fall from the platform) and (B) probe (latency in seconds to fall
from the platform) in the inhibitory avoidance test in rats exposed to STZ (icv). Data are reported as
the mean 4 SD of 9—12 animals per group. * p < 0.05 compared to the control group, and # indicates
p < 0.05 compared to the STZ group. @ Denotes as Control; ® as Curc; A as NC Curc; Mas STZ; O as
STZ + Curc and; ¥ as STZ + NC Curc group.

3.2. Oxidative Stress Markers

No significant alterations in RS levels were observed in the prefrontal cortex
[F(5,56) = 0.03074, p = 0.9995] or hippocampus [F(5, 56) = 0.2276, p = 0.9489] following
STZ or NC Curc/curcumin treatments (Table 2). TBARS levels showed no significant dif-
ferences across the groups in either the prefrontal cortex [F(5, 56) = 0.5057, p = 0.7695] or
hippocampus [F(5, 56) = 0.1363, p = 0.9825] (Table 2). STZ significantly decreased NPSH
levels in the prefrontal cortex compared to the control group (p = 0.0384) (Figure 4A),
but NC Curc effectively countered this reduction (p = 0.0382). No changes in NPSH
levels were observed in the hippocampus across the groups [F(5, 56) = 0.5983, p = 0.7016]
(Figure 4B). CAT activity in the prefrontal cortex showed no significant differences
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[F(5,56) = 1.181, p = 0.3313] (Figure 4C), but a notable inhibition of hippocampal CAT
activity was induced by STZ [F(5, 56) = 1.181, p = 0.3313], which was restored by NC
Cure treatment (p = 0.0139) (Figure 4D).

Table 2. The groups did not differ in ROS and TBARS levels as markers of oxidative stress.

RS TBARS
Prefrontal Hi Prefrontal Hi
Cortex ippocampus Cortex ippocampus
Control 287.4 +193 498.5 + 304 1.257 + 0.28 1.211 +£0.31
Curc 272.6 £235 546.5 + 206 1.345 £ 0.52 1.125 £0.35
NC Curc 368.6 + 335 423.8 + 265 1.175 + 0.39 1.128 +0.29
STZ 267.5 + 144 516.1 + 276 1.123 +0.33 0.954 + 0.31
STZ + Curc 2704 + 158 485.9 + 269 1.205 + 0.65 1.359 £0.37
STZ + NC Curc 298.6 + 180 464.2 + 382 1.370 + 0.42 1.076 + 0.31

Effects of NC Curc and curcumin treatments at 6 mg/kg/day on TBARS and RS levels in the prefrontal cortex
and hippocampus of rats exposed to STZ. Malondialdehyde levels were expressed as nmol MDA /mg protein,
and RS results were expressed as units of fluorescence (UF). Data are reported as the mean = SD of 9-12 animals
per group.
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Figure 4. NC Curc treatment restores the depletion of NPSH levels and the inhibition of CAT activity
in different cerebral structures of rats exposed to STZ (icv). Effects of NC Curc or curcumin treatments
ata dose of 6 mg/kg/day on NPSH levels in the (A) prefrontal cortex and (B) hippocampus, as well
as CAT activity in the (C) prefrontal cortex and (D) hippocampus of rats exposed to STZ. Data are
presented as the mean + SD of 9-12 animals per group. * p < 0.05 compared to the control group, and
# indicates p < 0.05 compared to the STZ group. ® Denotes as Control; # as Curc; A as NC Curc; M as
STZ; © as STZ + Curc and; ¥ as STZ + NC Curc group.
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3.3. Acetylcholinesterase Activity

In the prefrontal cortex, AChE activity was significantly higher in STZ (icv)-induced
rats compared to controls (p = 0.0040). Both NC Curc (p = 0.0146) and Curc treatments
(p = 0.0176) markedly inhibited AChE activity in comparison to STZ icv-induced rats
(Figure 5A). However, no changes in hippocampal AChE activity were observed across the
treated groups [F(5, 56) = 0.8062, p = 0.5502] (Figure 5B).
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Figure 5. Both NC Cure and curcumin treatments inhibited the AChE activity enhanced by STZ in
the rat prefrontal cortex. Effects of NC Curc (6 mg/kg/day) or curcumin (6 mg/kg/day) treatments
on AChE activity in the (A) prefrontal cortex and (B) hippocampus of rats exposed to STZ. Data
reported as mean + SD of 9-12 animals/group. * p < 0.05 compared to control group, # indicates
p < 0.05 compared to STZ group. @ Denotes as Control; # as Curc; A as NC Curc; W as STZ; O as STZ
+ Curc and; ¥ as STZ + NC Curc group.

3.4. Neuroinflamation Marker

The analysis of GFAP content showed significant differences between the groups
[F(5, 18) = 9.381, p = 0.0002], as depicted in Figure 6. The STZ group exhibited increased
GFAP levels compared to the control group (p = 0.0014). NC Curc treatment effectively
restored GFAP content to levels comparable to the control group (p = 0.0188).
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Figure 6. NC Curc treatment restored the GFAP content activated by STZ in the cerebral structures of
rats. Effects of NC Curc (6 mg/kg/day) or curcumin (6 mg/kg/day) treatments on GFAP content
in the cerebral structures of rats exposed to STZ. Representative image of GFAP content obtained
by immunofluorescence microscopy of the dentate gyrus region. Scale bar: 100 um. Data from
quantitative analyses are reported as mean =+ SD of 4 animals/group. * p < 0.05 compared to the
control group, # indicates p < 0.05 compared to the STZ group. ® Denotes as Control; # as Curc; 4 as
NC Curc; Mas STZ; O as STZ + Curc and; ¥ as STZ + NC Curc group.

4. Discussion

This study demonstrated that bilateral administration of STZ (icv) resulted in memory
impairment, as indicated by changes in behavior in the ORT and inhibitory avoidance,
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as well as increased oxidative stress and activation of AChE and GFAP. Importantly, our
findings revealed that NC Curc reversed the memory impairment and other changes caused
by STZ. The therapeutic effect of the nanoformulation appears to be more effective than
conventional curcumin treatment.

In behavioral terms, the initial two weeks following STZ administration were char-
acterized by progressive and enduring deficits in learning and memory, which persisted
for up to 12 weeks after infusion [35]. Numerous studies have shown that memory impair-
ments become well-established 21 days after STZ administration [2,3,16,36]. Within this
timeframe, deficits in rodent memory have consistently been observed through tests such
as the ORT [36], the inhibitory avoidance test [37], and the Y-maze test [3]. Therefore, we
intentionally waited for 21 days before starting the therapies involving curcumin and NC
Cure, as our main objective was to assess the therapeutic effects of these formulations in
mitigating the established memory deficits.

In this study, STZ induced a decline in LTM in the ORT, where the animals did not
show a preference for the novel object, similar to the sporadic type of AD [3,36,38—40].
Furthermore, STZ impaired memory retention in the inhibitory avoidance test, which
is consistent with a similar model reported by Gerzson et al. [37] and Pinz et al. [39].
Importantly, only treatment with NC Curc reversed the memory impairment caused by
STZ in both the ORT and the inhibitory avoidance test, leading us to conclude that the
nanoformulation containing curcumin enhances the effects of curcumin. The absence
of changes in locomotor activity aligned with the finding of the restoration of memory
impaired by STZ through NC Curg, indicating that this effect is indeed mnemonic.

Huang and colleagues [41] demonstrated the effectiveness of PLGA nanoparticles,
modified with a blood-brain barrier-penetrating peptide and loaded with curcumin, in
alleviating memory deficits in a double transgenic AD model (APP/PS1dE9) during the
ORT in mice. Additionally, de Carvalho and colleagues [42] showed that NC Curc was more
potent than curcumin in inhibiting the angiogenic process in a chick embryo model, which
they attributed to the process of release and absorption of the bioactive compound and the
surfactant properties of the P80 coating of this nanocapsule, which enhances membrane
permeation. Our research group also highlighted the curcumin nanocapsules’ higher
efficacy than free curcumin in protecting against oxidative alterations and depressive-like
behavior induced by -amyloid administration in mice [13]. Thus, our findings support
these studies, as NC Curc improved different types of memory in the AD models. The
enhanced penetration capacity, along with the optimized process of release and absorption
of NC, could explain the effectiveness of the nanomaterial in reversing memory impairment
caused by STZ.

Our results suggest that oxidative stress is involved in the effects of STZ, and treatment
with NC Curc reverses these effects. It has been shown that oxidative stress in DA leads to
changes in the cell signaling pathway, resulting in neuroinflammation [43—45]. However,
we did not observe significant differences in ROS and TBARS levels in any of the analyzed
structures. This lack of distinction may be due to the sensitivity of both techniques, which
could have influenced our results, or limitations in the STZ model, as observed by Rodrigues
and colleagues [46]. It is also important to acknowledge the limitations inherent in the
chosen model. Singh and Kumar [43], in a comparative study of AD induction models,
observed that animals treated with intrahippocampal A (1-42) exhibited greater oxidative
damage compared to those treated with STZ (icv).

Conversely, our results revealed decreased cortical levels of NPSH and hippocampal
activity of CAT induced by STZ. However, both of these effects were increased by NC
Cure treatment. Similar effects were observed in a neuroprotective study conducted by
Rodrigues and colleagues. They attributed these effects to the antioxidant properties of NC
Curc, which result from its prolonged and sustained action due to nanoformulation [47].

As a non-enzymatic antioxidant defense, NPSH levels play a fundamental role in
detoxification reactions. The decrease in GSH levels in postmortem human brain samples
with age suggests their potential involvement in the development of AD [48]. Additionally,
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a deficiency or malfunction of CAT, a crucial antioxidant enzyme that converts hydrogen
peroxide to water and oxygen, appears to be associated with diseases like AD. The current
theory on how 3-amyloid induces oxidative damage in cells proposes a direct interaction
with catalase, which deactivates the protein’s catalytic activity, leading to the onset of
oxidative stress in AD [49]. While changes in antioxidant defenses have been observed,
further experiments, including evaluating antioxidant enzyme expression, are necessary for
a comprehensive understanding. Robust validation is crucial to support significant claims
about the antioxidant mechanism, prompting caution when interpreting our findings. Thus,
future investigations are vital to confirm and strengthen the identified hypothesis of the
antioxidant effect of NC Cure.

In line with previous studies [15,17], it has been found that STZ increases AChE activity
in the cortex. It is well known that cholinergic neurotransmission plays a crucial role in AD,
and anticholinesterases have been proven effective in treating the disease and improving
cognitive function in patients [50]. Therefore, the dysregulation of AChE is a characteristic
of AD and is associated with the neurobiological processes involved in memory and
cognition. In a study conducted on rats, it was observed that those treated with STZ
exhibited a notable rise in AChE activity in the cortex, suggesting cholinergic dysfunction.
This finding aligns with previous reports [43], although not in the hippocampus.

In our study, we found that both curcumin and NC Curc treatments were effective
in restoring the increased AChE activity caused by STZ in the prefrontal cortex of rats.
Noor and colleagues also observed similar effects with curcumin loaded in nanoparticles,
which disrupted AChE activity. The antioxidant properties of NC Curc were found to
be correlated with its effectiveness [15]. The variation in responses to oxidative stress or
AChE disruption in different brain structures is influenced by several factors, including
functional characteristics, lipid composition, neuronal density, metabolic demands, unique
antioxidant capacity, and the expression of cholinesterases specific to each region of the
brain [51,52]. These factors help explain the differences observed among structures in our
study. It is worth noting that curcumin and its derivatives have shown moderate inhibitory
potential on AChE, which contributes to their role in restoring memory [52-56].

The excessive activation of astrocytes, as indicated by the increased expression of
GFAP [57], is a pathological sign of neurodegenerative damage. The STZ group showed
a significant increase in astrocyte activation, consistent with the AD model and other
studies [1,17,58,59]. Astrocytes play a critical role in maintaining homeostasis, including
protecting neurons against oxidative stress and promoting neurcinflammation. In our study,
we discovered that NC Curc could reverse the elevated levels of GFAP caused by STZ.
This finding aligns with previous research demonstrating the strong anti-inflammatory
properties of curcumin. Hoppe and colleagues [60] also observed a decrease in GFAP
levels with NC Curc treatment, attributing it to the improved bioavailability of curcumin
in the brain, significantly reducing neuroinflammatory processes. Consistent with these
findings, STZ (icv) administration induced oxidative stress and alterations in AChE activity
associated with neuroinflammation. It is worth noting that among the treatments given
to the rats, NC Curc exhibited the highest effectiveness in reversing the effects of this
AD model.

5. Conclusions

Our findings suggest that NC Curc has the potential to restore memory and reverse
structural changes in the cortex and hippocampus of rats induced by STZ icv. This thera-
peutic effect is likely due to the antioxidant and anti-inflammatory properties of curcumin,
which can be enhanced through nanoencapsulation. The observed improvements in mem-
ory behaviors, reduced oxidative stress levels, normalized AChE activity, and amelioration
of neuroinflammatory markers collectively indicate the restorative potential of NC Curc in
brain regions affected by STZ-induced damage.

Our study represents a significant advancement in understanding the effects of NC
Curc in Alzheimer disease. The experimental design specifically focused on exploring
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these nanotechnological formulations’ therapeutic and neurorestorative effects. Further
investigations will be needed in the future to determine its viability as a therapeutic agent
for Alzheimer disease.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, observamos que a NC-CURC apresentou um potencial em melhorar a
memoria de reconhecimento e aversiva, assim como melhora de pardmetros neuroquimicos,
no cortex e hipocampo dos ratos Wistar machos adultos, os quais foram submetidos a
mimetizagdo da DA através do modelo de alteragdes induzidas pela STZ i.c.v. Esse efeito
terapéutico parece estar relacionado as propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias da
CURC, que s3o potencializadas pela nanoencapsula¢do. Os beneficios encontrados nos
comportamentos de memoria, diminui¢do do EO, da normalizagdo da atividade da AChE e o
progresso dos marcadores de neuroinflamagao indicam o potencial restaurador da NC-CURC

nas regides cerebrais afetadas pelo STZ i.c.v.

Este estudo representa um avango significativo no entendimento dos efeitos da
NC-CURC na DA, com um desenho experimental focado especificamente nos efeitos
terap€uticos e neurorestauradores dessas formulagcdes nanotecnologicas. Neste sentido, as
NC-CURC representam uma abordagem terapéutica inovadora, com potencial significativo
para melhorar o tratamento de doengas como o Alzheimer, oferecendo maior eficacia e

seguranga para os pacientes.
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8. PERSPECTIVAS

- Avaliar mecanismos envolvidos sob efeito das nanocadpsulas neste modelo na via
BDNF-TrkB na modulagdo da memoria;

- Avaliar os efeitos das nanocépsula de Curcumina sobre o modelo induzido de STZ via
icv em ratos fémeas;

- Determinar os efeitos das nanocapsulas de Curcumina sobre outras alteracdes

comportamentais, como comportamento tipo depressivo.
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