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RESUMO

Carcuma (Curcuma longa L.): avaliacdo de suas nanoparticulas em um modelo

animal de depresséo

Os objetivos desse estudo foram caracterizar modelos
experimentais validados para avaliacdo da depressao em animais; avaliar
a viabilidade do desenvolvimento de nanoparticulas de carcuma a partir do
encapsulamento com zeina pelo método de dispersdo liquido-liquido;
avaliar sua possivel atividade antidepressiva em ratos submetidos ao
protocolo de estresse cronico moderado e imprevisivel (ECMI),
considerado modelo preditivo para inducdo de depressdo. No protocolo
experimental foram utilizados 40 ratos da linhagem Sprague- Dawley
divididos em 5 grupos (n=8 ratos/grupo): Estresse cronico moderado e
imprevisivel+nanoparticulas (ECMI+NANO), Nanoparticula + Controle
(NANO), Estresse cronico moderado e imprevisivel + Veiculo (ECMI),
Estresse crénico moderado e imprevisivel + fluoxetina (ECMI+FLUOX),
Controle + Veiculo (CONTROLE) sendo veiculo a agua filtrada,também
utilizada para ressuspender as nanoparticulas. A avaliacdo de anedonia,
considerada chave para mensuracdo do ECMI, confirmou que o protocolo
foi efetivo para avaliar esse comportamento. No TNF observou-se que, 0s
grupos estressados apresentaram maiores valores de imobilidade,
comportamento similiar ao desamparo aprendido. A administracado de
nanoparticulas (10 mg kg?') preveniu a elevacdo dos niveis de
corticosterona em ratos submetidos ao protocolo de ECMI. Estes dados
sugerem que as nanoparticulas de zeina contendo curcuma podem
contribuir para uma possivel acdo neuroprotetora deste alimento funcional
na depressdo Além disso, comprovou-se que O encapsulamento
possibilitou a elaboracdo de nanoparticulas com boas caracteristicas,
apresentando alta eficiéncia de encapsulamento e baixo indice de
polidispersao.

Palavras-chave: Carcuma; Nanotecnologia; Alimentos funcionais; Depressao
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ABSTRACT

Turmeric (Curcuma longa L.): evaluation of their nanoparticles in an animal

model of depression

The objectives of this study were to characterize validated
experimental models for the evaluation of depression in animals; to evaluate
the viability of the development of turmeric nanoparticles from the zein
encapsulation by the liquid-liquid dispersion method; to evaluate its possible
antidepressant activity in rats submitted to the chronic mild and
unpredictable stress procedure (CMUS), considered a predictive model for
induction of depression. In the experimental protocol, 40 Sprague-Dawley
rats were divided into 5 groups (n = 8 rats / group): chronic mild and
unpredictable stress procedure + nanoparticles (CMUS + NANO),
Nanoparticle + Control (NANO), chronic mild and unpredictable stress
procedure + Vehicle (CMUS), chronic mild and unpredictable stress
procedure + fluoxetine (CMUS + FLUOX), Control + Vehicle (CONTROL)
being a filtered water vehicle, also used to resuspend the nanopatrticles. The
evaluation of anhedonia, considered key to CMUS measurement, confirmed
that the protocol was effective in evaluating this behavior. In TNF, it was
observed that the stressed groups showed higher values of immobility, a
behavior similar to learned helplessness. The administration of
nanoparticles (10 mg kg) prevented the elevation of corticosterone levels
in rats submitted to the CMUS protocol. These data suggest that turmeric-
containing zein nanoparticles may contribute to a possible neuroprotective
action of this functional food in depression. In addition, it was verified that
the encapsulation allowed the elaboration of nanoparticles with good
characteristics, presenting high encapsulation efficiency and low
polydispersion index

Keywords: Curcuma; Nanotecnology; Functional foods; Depression
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a cidade de Mara Rosa - GO possui 0 maior plantio comercial de
acafrdo com aproximadamente 300 hectares. A maior parte da producéo é destinada
as industrias de alimentos e corantes. O acafrdo dessa regido, possui selo de
identificag8o geografica, garantindo a origem do produto (ANDRADE, 2004

Utilizada principalmente devido a sua cor, o acafrdo da terra, conhecido
popularmente como curcuma, € o diferencial no curry indiano, proporcionando sabor
e acdo conservante neste tempero tradicional. Comercialmente é utilizada como
especiaria, fonte de amido industrial e corante. Devido ao numero de grupos hidroxilas
na estrutura do seu anel aroméatico possui alta atividade antioxidante (ROSSI et al.,
2008; HAMAGUCHI; ONOL; YAMADA, 2010; NAM et al., 2014).

A composilcao do rizoma aparesenta em maior propor¢cdo o amido, contendo
cerca de 60 a 70% de carboidratos e em menor quantidade lipideos (8-17%), proteinas
(6-8%) , minerais (3 a 7%) e fibras (2-7%) (MAHMOOQOD et al., 2015).

Sendo utilizada principalmente como corante natural, a circuma, tem seu uso
limitado a essa aplicacdo devido ao desconhecimento de suas funcdes terapéuticas
em algumas doencas. A curcuma tem despertado atencdo por suas inumeras
atividades funcionais, dentre elas a atividade antioxidante e antidepressiva (TILAK et
al., 2004; BABU et al., 2007).

Os compostos presentes no acafrdo sdo denominados curcuminoides, 0s quais
conferem a coloracdo amarelo-alaranjada marcante, cujos teores variam de 2 a 6%
no rizoma. Os principais curcuminoides sdo curcumina, desmetoxicurcumina e
bisdesmetoxicurcumina (NAGPAL;SOOD, 2013; MAHMOOD et al., 2015; CHANG et
al., 2016).

A ingestdo média diaria dessa especiaria na india é de aproximadamente 2 a
2,5 g/dia. Considerando um individuo de peso médio (60 kg), isso equivale a uma
ingestdo média de 60 a 100 mg de curcuminoides por dia, sendo considerada como
dose segura a ingestao de até 12 g de curcuminoides diariamente (MAHMOOD et al.,
2015).

A curcumina € o principal pigmento fendlico encontrado na curcuma,
correspondendo a aproximadamente 77% dos curcuminoides. Possui potente acao

antioxidante, anfi-inflamatdria, antitumoral, anti-HIV e propriedades antimicrobianas
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(DE et al, 2009; WANG et al, 2009; EMBUSCADO et al., 2015; (MAHMOOD et al.,
2015).

E também capaz de reduzir significativamente os sintomas depressivos (Al-
KARAWI; AL MAMOORI; TAYYAR 2015).

Distarbios na atividade das monoaminas (serotonina, dopamina e
noradrenalina), processos imuno-inflamatérios, modificagcbes no eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenal, sdo observadas em individuos com depressdo. Em contrapartida os
potenciais efeitos da curcumina na fisiopatologia da depressdo sdo possivelmente
correlacionados com a capacidade que esse composto possui em modular os
substratos neurobiolégicos associados a doenca (KAUFMAMM et al 2016). Os
possiveis efeitos bioldgicos desse composto na depressao incluem: inibicdo da
monoamina oxidase, liberacdo de mediadores como serotonina e a dopamina,
regulacdo do eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal, e modulacéo de fatores neurotroficos,
neuroplasticidade e neurogénese e efeito neuroprotetor (LI et al., 2009; HUANG et al,
2011; ZHANG et al., 2012; LOPRESTI et al.,2015; SEO et al., 2015).

Apesar de muitas evidéncias de sua eficacia e seguranca, a curcumina
apresenta instabilidade ao pH fisiolégico, lenta absorcédo pelas células e rapido
metabolismo dentro da célula, baixa solubilidade em agua e ma absorcao, fatores que
reduzem sua biodisponibilidade e podem consequentemente diminuir os beneficios
desse composto bioativo (SUN et al., 2018).

O processo de extracdo com solventes é fundamental para preservacao das
propriedades da clurcuma, tanto que a agéncia reguladora vigente em cada pais
implementou uma lista com os solventes aprovados e os limites residuais permitidos
para os curcuminoides que forem destinados ao mercado de alimentos. Nesse sentido
a industria busca tecnologias para melhorar a biodisponibilidade e concentracdo
plasmatica, uma delas é a nanotecnologia (GHALANDARLAKI et al., 2014).

Nesse contexto, o presente estudo foi conduzido visando a producéo de
nanoparticulas de zeina contendo curcuma, pelo método de dispersao liquido-liquido.
As nanoparticulas foram caracterizadas empregando diferentes metodologias a fim de
verificar sua eficiéncia e posteriormente avaliadas por meio de um modelo de
experimentagcdo animal na depressao.

Assim, esta tese foi organizada em trés capitulos. O primeiro é a introducéo
sobre o estudo. No segundo capitulo, apresenta-se a revisdo sobre dois modelos

experimentais validados para avaliar a depressdo em animais, 0s quais foram
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aplicados no estudo. No terceiro capitulo, objetivou-se a produ¢édo de nanoparticulas
contendo curcuma e sua possivel atividade antidepressiva em ratos submetidos ao
estresse crénico moderado e imprevisivel. Posteriormente foram avaliados
parametros como inducdo de anedonia, tempo de imobilidade e o biomarcador

corticosterona.
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2. MODELOS ANIMAIS VALIDADOS PARA A DEPRESSAOQ: DESAFIOS

RESUMO

O objetivo desse trabalho foi caracterizar dois modelos experimentais
validados, estresse crénico moderado e imprevisivel e o teste de natacao forcada,
para avaliar a depresséao e suas limitacdes. Foram usadas as bases de dados Scielo,
Lilacs e Pubmed, a fim de realizar o levantamento bibliografico amplo sobre como
empregar essas metodologias e seus principais vieses encontrados em estudos que
utilizaram essas ferramentas. Pode-se caracterizar a importancia da experimentacao
animal no estudo da depressdo, bem como a dificuldade em avaliar-se o
comportamento tipico de depresséo seja em ratos ou camundongos e, delinear o
processo metodoldgico acerca dos métodos empregados, que sdo considerados
reprodutiveis e validados. A experimentacao animal, assim como os estudos clinicos
em humanos, tem permitido a compreensao dos diversos processos fisiolégicos e
patolégicos que acometem a populacdo. Modelos experimentais devem apresentar
uma precisdo adequada e devem ser funcionalmente, o mais semelhante possivel ao
gue se objetiva estudar. A experimentacdo em animais relacionada com pesquisas
sobre depressdo é de extrema importancia no processo de descoberta de novas
formas de prevencéao e tratamento para essa doencga tao crescente no mundo

Palavras-chave: Experimentagdo animal; Depressao; Estresse fisioldgico

ABSTRACT

The objective of this study was to characterize two validated experimental
models, moderate and unpredictable chronic stress and forced swimming test to
evaluate depression and its limitations. The databases Scielo, Lilacs and Pubmed
were used in order to carry out the broad bibliographic survey on how to use these
methodologies and their main biases found in studies that used these tools. It is
possible to characterize the importance of animal experimentation in the study of
depression, as well as the difficulty in evaluating the typical behavior of depression be
in rats or mice and to outline the methodological process about the methods used,
which are considered reproducible and validated. Animal experimentation, as well as
clinical studies in humans, has allowed the understanding of the various physiological
and pathological processes that affect the population. Experimental models must have
adequate accuracy and should be functionally as similar as possible to what is intended
to be studied. Experimentation with animals related to research on depression is
extremely important in the process of discovering new forms of prevention and
treatment for this growing disease in the world

Keywords: Animal experimentation; Depression; Physiological stress
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2.1. Introducéao

Os modelos animais podem ser utilizados em diversas areas de pesquisa
biolégical?. O conhecimento cientifico adquirido pelos homens nas areas biomédicas
visando a saude, somente foi possivel devido ao uso da experimentacdo animal em
suas pesquisas. A intima relagdo entre a medicina e o uso de animais de laboratorio
é correlacionada ao conhecimento cientifico adquirido a respeito destes animais®.

Referindo-se ao uso de modelos experimentais, torna-se importante a
conceituacdo de doenca animal, cujos mecanismos patolégicos sdo suficientemente
similares aqueles de uma doenca humana, atuando assim como modelo. O modelo
animal, deve permitir a avaliagcdo de aspectos bioldgicos naturais, induzidos ou
comportamentais, que possam ser correlacionados com a saude humana 14,

O uso animal em pesquisa é uma parte integrante e imprescindivel do
desenvolvimento da medicina moderna, contribuindo para a redugcéo da mortalidade
e prevenindo o sofrimento humano °.

Assim, a busca por modelos experimentais em doencas neurolbégicas esta
relacionada ao crescimento da incidéncia dessas doencas as quais vém crescendo
constantemente nas Ultimas décadas. As mudanc¢as no cotidiano das pessoas tém
trazido inUmeros problemas de ordem neuroldgica, como a reduc¢do da qualidade de
vida com o comprometimento da saude tanto fisica como mental.

No estagio atual da ciéncia mundial, varias situac6es ndo podem excluir o uso
de animais. Modelos experimentais descritos na literatura para estudos na area de
doencas neuroldgicas sao escassos. Diante das informacgdes existentes, é importante
0 conhecimento sobre os principais modelos experimentais utilizados nesta area.
Assim, este trabalho objetivou centrar-se em alguns estudos que utilizaram modelos

experimentais para avaliar depressao.

2.2. Depresséo
Os transtornos mentais atingem mais de 350 milhdes de pessoas no mundo e,
40,5% sé&o transtornos depressivos °. A prevaléncia de transtornos mentais na
populacao brasileira é de aproximadamente 3%. Esses numeros indicam para uma
demanda de cerca de cinco milhdes de pessoas, que necessitam de cuidados
continuos no ambito de salde mental 7. Caracterizados como doencas com alto grau
de sobrecarga, 0s transtornos mentais ocasionam sofrimento tanto para o individuo

guanto familiares e cuidadores, sendo a depresséo a maior responsavel por essa alta
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carga. Com caracteristica insidiosa reduz a vontade de viver de seus portadores
afetando na vida dos que estéo ao seu redor 8.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) fez uma projecdo que em 2020, a
segunda maior causa de comprometimento funcional serdo o0s transtornos
depressivos, perdendo somente para as doengas coronarianas.. Esta estimativa
associa-se a alta prevaléncia de sintomas depressivos na populagéo, o que ressalta
a necessidade da familiarizacéo de equipes da saude com o diagndstico e tratamento
desta problematica de saude publica °.

Segundo o DSM V-TR (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders)
a depressdo é uma desordem psiquiatrica. O individuo apresenta obrigatoriamente
estado deprimido ou sintomas depressivos relacionados, o estado deprimido acarreta
a falta de motivacéo para tarefas cotidianas, por um periodo maior que duas semanas
10.

Os principais sintomas da depresséo sdo: humor deprimido, anedonia (perda
da capacidade de responder a estimulos prazerosos), e sentimentos de inutilidade ou
culpa. Sintomas soméaticos também sdo incluidos, como perda de apetite, distlrbio de
sono, retardo psicomotor, alteracdo da expressao facial, alteracéo de apetite, falta de
concentracdo e memoria prejudicada L.

Embora o DSM-V seja a classificacdo de distlrbios neurolégicos, o proprio
manual admite que os transtornos mentais, nem sempre se encaixam dentro dos
limites de classes pré-estabelecidas. O manual DSM-V descreve o0s transtornos
psicopatoldgicos, como qualitativamente distintos, ou seja, como atributos
categoricos, que diferem da normalidade pelo tipo de sintoma em vez de gravidade
dos sintomas. Por conta disso a depressao ndo € diagnosticada a menos que cinco
critérios estejam presentes na pessoa 12,

O diagnéstico da depressédo € um desafio. Deve-se diferenciar a depresséao de
sintoma e depressédo de sindrome. Esse desafio atrapalha as entrevistas clinicas
estruturadas que séo utilizadas no diagnéstico do transtorno depressivo maior 13,

A etiologia da depressdo nao esta bem elucidada, sendo atribuida a diversos
fatores, dentre eles fator hereditario, histéria familiar e situacdes estressantes 4.
Segundo Nabavi et al. (2017), sédo considerados fatores predisponentes o estresse
cronico, disfuncdo endotelial, transmissdo monoaminérgica deficiente (serotonina,
dopamina, noradrenalina), reducdo dos niveis do Fator Neurotréfico Derivado do

Cérebro (BDNF) e aumento de marcadores pré-inflamatérios®®.
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A transmissdo monoaminérgica deficiente prejudica a regulacdo do apetite,
atividade psicomotora, humor e sono. No entanto, ndo esta bem esclarecido, se a
transmissao deficiente é em decorréncia do desenvolvimento de anomalias e perda
da sensibilidade dos receptores ou da quantidade insuficiente desses
neurotransmissores no cérebro (norepinefrina, dopamina e serotonina)*®.

O BDNF, é responsavel pela regulagdo da neurogénese, plasticidade neural e
amadurecimento e sobrevivéncia de neurénios. Em individuos depressivos que
cometeram suicidio, foram encontrados niveis baixos de BDNF no cérebro,
principalmente em regi6es como hipocampo e cortex-pré-frontal. Niveis baixos de
BDNF foram encontrados no hipocampo em roedores, sendo esse parametro
correlacionado positivamente com a liberacdo de corticosterona e situacfes de
estresse fisico e psicoldgico *°.

Evidéncias indicam que a depressdo se correlaciona a alteracdes estruturais
decorrentes da plasticidade sindptica em regifes especificas do cérebro. No entanto
o potencial desses mecanismos de sinalizacdo basicos para aplicacdo no tratamento
clinico da depressao demanda pouco interesse.

Neste contexto investigacdes voltadas para esta area sdo necessarias a fim de
identificar quais os agentes eficazes no tratamento da doenca 1819,

2.3. Validacdo de modelos de experimentacdo animal: desafios e limitacdes
Modelos de experimentacdo animal sdo instrumentos de pesquisa
fundamentais que, buscam explorar a patologia mecanismos moleculares dos
distarbios, avaliar a eficacia de possiveis intervencfes terapéuticas e fornecer
parametros de seguranca em relacdo a dosagem de farmacos %°.

Modelos animais, tém sido usados habitualmente em psiquiatria ha anos, tanto
em ensaios que buscam novas possibilidades de tratamento psicofarmacolégico como
em pesquisas clinicas para investigar a fisiopatologia dos transtornos mentais 2°. Por
outro laudo, existem limitagbes e ressalvas nos modelos de depresséo, sendo um
desafio sua reprodutibilidade em animais devido dificuldade de observacdo dos
sentimentos de culpa, pensamentos suicidas, 0s quais sdo sintomas restritos aos
humanos 2122,

Mesmo com criticas quanto sua aplicabilidade, € inegavel a contribuicdo dos
modelos animais para doengas em humanos visando a compreensao dos transtornos

mentais. Os modelos, ao longo do tempo, foram sendo aperfeicoados e, utilizados
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modelos especificos para diferentes tipos de transtornos, como ansiedade,
depressdo, o que contribui para a elucidacdo de novas acdes terapéuticas 2324, No
entanto, transpor as alteracGes psicopatologicas em animais, ainda é desafio, tendo
em vista a dificuldade de se reproduzir sintomas especificos da doenca?>.

O principal obstaculo ainda é a escassez de modelos animais validados, devido
a auséncia de informacdes sobre as origens genéticas e 0s mecanismos responsaveis
por esses distlrbios 20:21.22,

Para verificar a eficacia dos modelos animais, um parametro a ser considerado
€ a validacado. Nos modelos animais em transtornos psiquiatricos, podemos descrever
trés critérios de validade: construto, aparente e preditiva. A validade construto é a
habilidade de um modelo reproduzir os aspectos da biologia da doenca em estudo, ja
a validade aparente esta relacionada a capacidade de adaptacdo do modelo animal
aquela condicéo clinica. A validade preditiva € a semelhanc¢a na resposta, em animais,
aos agentes terapéuticos para determinada condicdo humana, como exemplo, como
prever os efeitos de um possivel farmaco. Existem alguns modelos animais com niveis
consideraveis de validade, porém a auséncia de marcador biolégico para confirmar o
diagnostico dos transtornos mentais e avaliar a eficacia dos modelos animais ainda é
um desafio 2026

Porém, faz-se necessério a utilizacdo de animais para a pesquisa de doencas
humanas, pois tanto o avanco da fisiologia e da fisiopatologia foram permitidos por
meio da experimentacdo animal, bem como muitas inovacdes em saude. Dessa
forma, os resultados obtidos fornecem informacgdes relevantes para a decisao sobre

tratamentos que devem ser considerados em ensaios clinicos 2728,

2.4. Estresse cronico moderado e imprevisivel (ECMI)

O estresse crbnico é considerado um fator ambiental que predispde a
depressao, caracterizando 60% dos casos de episodios depressivos que Sao
desenvolvidos por diferentes situacbes de estresse, especialmente de origem
psicossocial %°.

O ECMI envolve a exposicdo do animal a diferentes estimulos estressores,
como imobilizacdo, privacdo de agua e comida, noite em maravalha Umida,
ocasionando a elevacado dos niveis séricos de corticosterona e estado de anedonia,

que pode ser verificado pela diminuicdo no consumo por solugédo doce 303, Nesse
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contexto, um dos principais sintomas da depressao em seres humanos € anedonia,
que é a reducdo do interesse ou prazer nas atividades diarias 3637

Os roedores geralmente adaptam-se a aplicacdo repetida de estimulos
estressores, no entanto isto ndo ocorre se o estimulo é imprevisivel, como no caso no
estresse cronico moderado e imprevisivel. Os protocolos de estresse cronico
moderado e imprevisivel (ECMI) constituem um modelo com validade preditiva para
estudos de mecanismos envolvidos na depresséo 3840,

A exposicdo ao modelo de depresséao induzida pelo estresse crénico moderado
ocasiona a hipertrofia da glandula adrenal 36-4°, ocasionando um aumento da liberacéo
de corticosterona sérica 339,

Em estudo realizado por Neves et al 4%, os quais realizaram o protocolo de
ECMI, verificaram que os efeitos do estresse incluindo a elevacdo mantida de
corticosterona foram observados em até 15 dias apds o protocolo, indicando a
validade preditiva do modelo para o estresse cronico.

Devido a essas caracteristicas, pesquisadores utilizam o modelo experimental
de ECMI para elucidar a neurobiologia da depressao e novos alvos terapéuticos 442,

O protocolo consiste na submissdo dos animais aos diferentes estimulos
envolvidos no ECMI (Tabela 1) com modificagdes da metodologia descrita por Neves
et al 4142 com base na metodologia descrita por Moreau et al.3%. O protocolo de ECMI
envolve a aplicacdo de diferentes estimulos estressores, durante trés semanas
consecutivas, como: imobilizacdo, periodo com iluminagdo continua durante uma
noite, periodo de pernoite sob privacdo de comida e agua, periodo de pernoite sob
privacdo de agua e comida imediatamente seguida por 2 horas de exposicao a garrafa
de agua vazia. ApOs esses procedimentos 0s animais ainda sdo submetidos a um
pernoite em gaiola com maravalha imida (100 mL de agua distribuida na maravalha),

e manutencao em ciclo claro/escuro invertido pelo periodo dois dias e meio.
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Tabela 1. Protocolo de estresse crénico moderado e imprevisivel

Manha

Tarde

Segunda-  8:00 - 9:00 h: imobilizacao

feira

13:00-14:00 h: Imobilizac&o

18:00 h: lluminag&o continua durante a noite

Terca-feira  8:00 — 9:00 h: imobilizagcéo

14:00 - 15:00 h: Imobilizacéo seguida de

privacdo de dgua e comida durante 18 horas.

Quarta-feira  8:00 - 10:00 h: Teste de
preferéncia a solucao de

sacarose 1%

14:00 - 15:00 h: Imobilizacéao

Pernoite em gaiolas com maravalha umida

Quinta-feira  8:00 — 9:00 h: Imobilizacao

13:00 - 14:00 h: Imobilizacéo

Privacdo de agua durante 18 horas

Sexta-feira  8:00 — 10:00 h: Exposicao
a garrafas de aguas
vazias.
11:00-12:00 h:

Imobilizacao

18:00 h: Ciclo claro/escuro invertido (até 08:00

h da segunda-feira seguinte)

Durante a aplicacdo do protocolo de ECMI, a imobilizacdo dos animais deve

ser realizada em garrafas pet de 600 mL a fim de limitar a movimentacgao e o ajuste

ao peso do animal. Canos de pvc, utilizados para imobilizagdo ocasionam aos animais

uma possivel movimentacao, além de ndo acompanharem o crescimento do animal,

fato este que poderd comprometer a eficacia do protocolo 4°.

As desvantagens no caso desse modelo é o tempo necesséario (meses), o

trabalho intensivo do procedimento e a falta de reprodutibilidade entre os laboratorios.

Porém o ECMI, é um dos modelos que melhor se assemelha com a depressédo em

humanos, pois envolve surgimento de comportamentos similares como anedonia, que

podem ser revertidos pelo tratamento cronico com antidepressivos ndo agudos?°,
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No entanto para evitar esse viés, da reprodutibilidade, cada laboratorio deve ter
esse protocolo definido com suas alteracfes ou néo, realizar treinamento especificos
dos pesquisadores envolvidos, manter a equipe treinada e se possivel a mesma,

durante toda a execucéo do protocolo %°.

2.5. Avaliacdo de anedonia - teste de preferéncia a solucdo de sacarose 1%

A preferéncia a sacarose em ratos deve ser testada semanalmente, as 42
feiras, durante o protocolo experimental, com o0 objetivo de avaliar se had o
desenvolvimento de anedonia (perda da capacidade de responder a estimulos
prazerosos). E um teste utilizado como validagdo do protocolo de Estresse Cronico
Moderado e Imprevisivel 30:31.43,

No dia do teste, os animais devem ser privados de agua e comida durante 18
horas. Os ratos recebem duas garrafas com 300 mL de agua, uma contendo uma
solucdo de sacarose 1% e outra contendo apenas agua filtrada. A posicao das
garrafas é determinada aleatoriamente. Apds 2 horas de exposicdo as garrafas, a
guantidade de cada solucdo consumida é verificada por meio da pesagem das
garrafas e a preferéncia pela sacarose é calculada (100 x consumo de
sacarose/consumo total de liquido) 3.

2.6. Teste de natacao forcada

Modelos animais de depressao, em sua maioria, envolvem exposi¢cao aguda ou
crdnica a um agente estressor, com intuito de ocasionar sintomas do transtorno, sendo
um dos mais populares e tradicionais modelos de depressédo o teste de natacdo
forcada (TNF) 44,

Aceito como um modelo preditivo de depresséo, o teste observa a imobilidade
dos animais na agua, o qual € um fendmeno relativamente especifico e reproduz
alguns aspectos da depressdo em humanos, como a imobilidade e a hipotermia 4°.

Desenvolvido como um modelo animal de depresséo, o teste tem como objetivo
mensurar os efeitos dos compostos antidepressivos em camundongos, sugerindo que
a imobilidade reflete um estado depressivo no qual os animais ndo encontram mais
uma saida, e se resignam a tal situacdo 3. Esse comportamento € mensurado e ha
um tempo de imobilidade, que é correlacionado ao desamparo aprendido ou
comportamento de desespero, semelhante ao estado de depressdo humana. O tempo

de mobilidade (nado ativo) tentando escapar da situagdo aversiva, pode ser
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aumentado pelo uso de antidepressivos, indicando a possivel eficacia do
medicamento no tratamento da depresséo 20 46-49,

Neste teste, ocorre uma sesséao preliminar com duracao de quinze minutos, o
animal é colocado em um cilindro cheio de agua, sendo incapaz de sair. A priori 0
animal nada em torno das bordas tentando escapar, mas, apos alguns minutos, os
movimentos sao menores, e 0 animal passa a boiar, adotando uma postura de
imobilidade, que se caracteriza pela auséncia de movimentos, de nado ativo, exceto
movimentos com intuito de manter a cabeca acima do nivel da agua, esse
comportamento corresponde ao desamparo aprendido, analogo ao estado da
depressdo humana .

Apods 24 horas da sesséao preliminar os animais sao submetidos ao teste com
duracéo de cinco minutos 46-48,

Apéds cada sessdo, os animais sdo retirados da agua e rapidamente secos
com uma toalha e mantidos proximos a um aquecedor de ambiente. Apds estarem
completamente secos (cerca de 30 minutos), os ratos devem recolocados em suas
gaiolas e retornar ao biotério de experimentacéao.

Durante a sessédo do Teste da natagédo forcada (duragédo de 5 minutos) os
animais devem ser filmados e o comportamento de cada animal deve ser analisado
por um individuo treinado em estudo cego, que assista aos videos com o auxilio de
dois cronébmetros, sendo um utilizado para cronometrar os cinco minutos do teste e
outro para avaliar a imobilidade Deve-se analisar o tempo de mobilidade, nado e
imobilidade, sendo considerados imobilidade a auséncia de nado ativo e pequenos
movimentos realizados com intuito de manter a cabeca fora da 4gua. Outra alternativa
€ a utilizacdo do programa Etho Vision® XT 4.1 Software Leesburg,VA - U.S.A para
analise do comportamento, o qual realiza a mensuracao do tempo de imobilidade e
auséncia de nado, porém apresenta algumas limitacbes nesse sentido. Um dos
problemas encontrados em um estudo *°, a respeito dessa metodologia, é que durante
0 teste € possivel que junto com o animal se encontre alguns resquicios de
maravalha, que s&o provenientes da gaiola. Durante a avaliagdo com o software, ao
invés de avaliar apenas o0 rato, essa maravalha pode ser reconhecida como
movimentos que a cobaia esta realizando, gerando resultados falso positivos. Outros
problemas observados sdo em relacdo a iluminagdo, se a qualidade do video
proporcionar uma iluminagdo mais clara, ao invés de o branco do rato/camundongo

ser reconhecido como o instrumento avaliado, o software pode avaliar a luz como a



27

ferramenta a ser mensurada como movimento ou auséncia de movimento. Nesse
sentido em alguns estudos é interessante utilizar o individuo treinado para avaliacéo
desse protocolo ao invés do software 4445,

A administracéo repetida dos antidepressivos eficazes reduz a duracdo da
imobilidade em ratos e em camundongos. Desta forma, o tratamento com
antidepressivos em ratos parece ser mais seletivo, enquanto em camundongos parece
ser mais sensivel °°,

Para atestar o potencial antidepressivo dos inibidores seletivos da recaptacao
de serotonina, houve a necessidade de adaptacdo do modelo com intuito de aceitagao
do tempo nadando e as tentativas de escalada como comportamento de fuga. Pela
praticidade, rapidez, reprodutibilidade em diferentes laboratérios é considerado um
dos modelos mais utilizados. Nao obstante, existem vieses a este modelo, sendo um
dos principais, a de que o estado de desemparo aprendido ndo é amparado e, sua
resposta é aguda ao uso de antidepressivos, ao contrario do que se observa em
pacientes deprimidos, em que sua melhora ocorre apds semanas do uso do
medicamento 3.

Uma das principais observacdes a este modelo, é auséncia de coexisténcia do
tempo de resposta verificado nestes testes com o que se verifica em individuos com
depressao, onde ha necessidade do uso prolongado de antidepressivos afim de se
obter uma resposta terapéutica pertinente. Nota-se limitacbes no nimero de modelos
animais de depressado que necessitem do uso crénico da medica¢do para alcancar
melhora, aproximando-se dessa forma da resposta esperada em pacientes
depressivos.

2.7. Consideracdes Finais

Modelos de experimentagdo animal sdo usados virtualmente em todos os
campos da pesquisa biolégica nos dias de hoje. No contexto atual, a utilizagdo de
modelos experimentais para a depresséo tem sido muito importante ndo somente para
o aperfeicoamento e comprovacdo de técnicas e procedimentos ja existentes, bem
como para o desenvolvimento de outros. Nao existem modelos considerados “padréo
de ouro” em transtornos do sistema nervoso central, apenas modelos comumente
usados os quais apresentam dados cientificos consideraveis para sua utilizacéo.

Apesar de existirem algumas limitagdes como a dificuldade de financiamentos,

praticas de cuidados, dentre outros, as investigacdes em animais Sao necessarias
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para que se obtenha a compreensao dos mecanismos da doenca que é semelhante
aos mecanismos nos humanos, além da descoberta de novos tratamentos para a
doenca e suas complicacées. Em suma os modelos animais apresentam boa validade
preditiva, em muitos casos a metodologia foi aperfeicoada com intuito de detectar o
real potencial terapéutico do composto em estudo e aumentar a eficicia da
reprodutibilidade do modelo.

A relevancia de estudar esses procedimentos deve-se a falta de conhecimento
dos mecanismos patoldgicos das desordens psiquiatricas e da progressao da doenca,
com intuito de aprimorar os saberes técnico-cientificos e futuramente poder utilizar as

descobertas na area experimental com animais e na salde humana.
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3. NANOPARTICULAS DE ZEINA CONTENDO CURCUMA: CARACTERIZACAO E
ATIVIDADE ANTIDEPRESSIVA

RESUMO

A curcuma é considerada um alimento promissor na reducdo dos riscos do
desenvolvimento da depresséo. No entanto, devido a sua baixa biodisponibilidade e
consequentemente ma absorcdo sua utilidade acaba tornando-se limitada. A
nanoencapsulacdo € uma técnica que reduz o tamanho da particula do composto
bioativo, possibilitando o aumento da absor¢do.O objetivo desse estudo foi
desenvolver nanoparticulas de cuircuma a partir do encapsulamento com zeina pelo
método de disperséo liquido-liquido e avaliar sua possivel atividade antidepressiva
em ratos submetidos ao protocolo de estresse crénico moderado e imprevisivel
(ECMI). No protocolo experimental foram utilizados 40 ratos machos da linhagem
Sprague- Dawley divididos em 5 grupos (n=8 ratos/grupo): Estresse crénico moderado
e imprevisivel+nanoparticulas (ECMI+NANO), Nanoparticula + Controle (NANO),
Estresse crbnico moderado e imprevisivel + Veiculo (ECMI), Estresse crbnico
moderado e imprevisivel + fluoxetina (ECMI+FLUOX), Controle + Veiculo
(CONTROL) onde veiculo foi agua filtrada, a mesma utilizada para ressuspender as
nanoparticulas. A avaliacdo de anedonia, sintoma similar da depressdo em humanos,
confirmou que o protocolo foi efetivo para avaliar esse comportamento. No teste de
natacdo forcada observou-se que, 0S grupos estressados apresentaram maiores
valores de imobilidade. A administracdo de nanoparticulas de zeina contendo
circuma (10 mg kg?) preveniu a elevacdo dos niveis de corticosterona em ratos
submetidos ao protocolo de ECMI. Estes resultados indicam que as nanoparticulas
de zeina contendo curcuma podem contribuir para uma possivel acdo neuroprotetora
deste alimento funcional na depressdo Além disso, comprovou-se que O
encapsulamento possibilitou a elaboragéo de nanoparticulas com boas caracteristica,
apresentando alta eficiéncia de encapsulamento e baixo indice de polidisperséo.

Palavras chaves: Nanotecnologia; Depressdo; Clurcuma

ABSTRACT

Turmeric is considered a promising food in reducing the risks of developing
depression. However, due to its low bioavailability and consequently malabsorption its
usefulness ends up becoming limited. Nanoencapsulation is a technique that reduces
the particle size of the bioactive compound, allowing the increase of absorption. The
objective of this study was to develop turmeric nanoparticles from the zein
encapsulation by the liquid-liquid dispersion method and to evaluate its possible
antidepressant activity in rats submitted to the chronic mild and unpredictable stress
procedure (CMUS). In the experimental protocol, 40 male Sprague-Dawley rats were
divided into 5 groups (n = 8 rats / group): chronic mild and unpredictable stress
procedure + nanoparticles (CMUS + NANO), Nanopatrticle + Control (NANO), chronic
mild and unpredictable stress procedure + Fluoxetine (CMUS + FLUOX), Control +
Vehicle (CONTROL) where vehicle was filtered water, the same used to resuspend
the nanopatrticles. The evaluation of anhedonia, a similar symptom of depression in
humans, confirmed that the protocol was effective in evaluating this behavior. In the
forced swimming test, it was observed that the stressed groups had higher immobility
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values. The administration of zein nanoparticles containing turmeric (10 mg kg?)
prevented the elevation of corticosterone levels in rats submitted to the CMUS
protocol. These results indicate that turmeric-containing zein nanoparticles may
contribute to a possible neuroprotective action of this functional food in depression. In
addition, it was verified that the encapsulation allowed the elaboration of nanopatrticles
with good characteristics, presenting high encapsulation efficiency and low
polydispersion index.

Keywords: Nanotecnology; Depression; Turmeric

3.1. Introducéao

A curcuma (Curcuma longa L) € uma especiaria tradicional, de uso histérico
devido ao seu sabor e as suas propriedades medicinais. Seu rizoma pode chegar até
10 cm de comprimento, e quando cortado possui odor agradavel, sendo da sua raiz
obtido o p6 de coloracdo amarela utilizado na culinaria (PEREIRA; MOREIRA, 2009).

Em 1815, a ctrcuma foi isolada do rizoma da planta Curcuma longa L, sendo
considerada soltvel em etanol e acetona, mas insoluvel em agua e éter (GOEL,;
KUNNUMAKKARA, 2008).

Pertencente a familia Zingiberaceae € amplamente cultivada em paises
asiaticos e devido a seu nome popular de acafrdo, a espécie é confundida com o
acafrao verdadeiro (Crocus sativus L), porém sao taxonomicamente distintas. Ambas
produzem pigmentos que sado utilizados na industria de alimentos, mas o agafréo
verdadeiro € destinado a pratos refinados sendo a especiaria mais cara do mundo,
um quilograma de acafrdo verdadeiro corresponde a um quilograma de ouro
(SIGRIST, 2009).

Comercialmente é utilizada como especiaria, fonte de amido industrial e
corante. Devido ao numero de grupos hidroxilas na estrutura do seu anel aromatico
possui alta atividade antioxidante (ROSSI et al., 2008; HAMAGUCHI; ONOL;
YAMADA, 2010; NAM et al., 2014).

A curcumina é o principal pigmento fendlico encontrado na curcuma, possui
potente acdo antioxidante, anfi-inflamatoria, antitumoral, anti-HIV e propriedades
antimicrobianas (DE et al, 2009; WANG et al, 2009; EMBUSCADO et al., 2015).

Na medicina oriental, a circuma € utilizada no tratamento de alguns disturbios
de estresse e prevencao da depressao (KAUFMANN et al.,2016). Apesar de alguns
estudos verificarem que o consumo de altas quantidades de curcuma esta

correlacionado com menor incidéncia de doencas inflamatdrias e cognitivas, 0s
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mecanismos de acdo da curcuma no tratamento da depressdo ainda ndo foram
totalmente esclarecidos (HURLEY et al., 2013).

A depressdo € um transtorno mental, caraterizado por tristeza, falta de
interesse e prazer nas atividades diarias, baixa auto-estima, perda de peso ou ganho
de peso significativo, distirbios de sono, sentimentos de inutilidade, pensamentos
recorrentes de suicidio. Normalmente esses sentimentos sdo em um periodo superior
a quinze dias, porém é uma doenca tratavel, visto que a combinacdo de terapia e
medicamentos antidepressivos podem garantir a recuperacdo (APA, 2016; WHO
2016). Um estudo da Organizacdo Mundial da Saude e do Banco Mundial, calculou
que, os casos de depressao e ansiedade geram, por ano, custos a economia de US$
1 trilh&o, cerca de 3,5 trilhdes de reais. Em contrapartida observa-se que a cada US$
1 investido em tratamento para esse disturbio o retorno é de US$ 4, pois os pacientes
melhoram sua disposicdo e seu rendimento no trabalho, j& que a depressédo é a
principal causa de incapacidade em todo o mundo (CHISHOLM et al., 2016; WHO
2016).

Héa alguns anos os beneficios proporcionados pela curcuma principalmente em
doencas neuroldgicas, sdo evidenciados na literatura, mas a hipotese de seus efeitos
neuroprotetores estdo diretamente relacionados com 0s seus curcuminoides.
Acredita-se que cada componente da carcuma atua por meio de mdltiplas vias, como
diminuicao do estresse inflamatério, atenuacao de citocinas indutoras de estresse que
retardam o progresso da depressao e melhoram a fun¢éo cognitiva (AHMED; GILANI,
2011).

Sanmukhani et al.(2013), verificaram que a curcumina apresenta atividade
antidepressiva semelhante a exercida pela fluoxetina, medicacdo utilizada no
tratamento da depressdo, em testes realizados com humanos, evidenciando a
importancia de se estudar esses compostos e seus mecanismos de acao.

A curcumina possui caracteristicas hidrofobicas o que lhe permite atravessar
a barreira hematoencefélica e apresentar acdo neuroprotetora. A hipétese de sua
acao como antidepressivo deve-se ao controle da liberagdo de neurotransmissores
como a dopamina e noradrenalina e a protecdo da funcdo dos sistemas
monoaminérgicos. O exato mecanismo da intervencdo antidepressiva ainda precisa
ser estudado, a fim de elucidar sua acdo a nivel cerebral. Em contrapartida, apesar

desse efeito promissor, e essa caracteristica lipofilica Ihe conferir confiabilidade como



38

um medicamento eficaz no tratamento da depresséo, sua utilidade é limitada, devido
sua baixa biodisponibilidade e m& absorcéo (JAIN et al., 2013; ZHANG et al., 2015)

A nanotecnologia é considerado um importante meio de producdo de novos
materiais e estruturas para uma ampla gama de aplicacdes na industria de alimentos
(LIVNEY, 2015). Por meio da reducédo do tamanho de particula do composto bioativo,
a solubilidade pode ser aumentada, bem como sua taxa de dissolugéo, resultando em
aumento substancial da biodisponibilidade. As caracteristicas organolépticas também
podem ser melhoradas, mascarando sabores, odores e cores indesejaveis. Além
disso pode proteger o composto da perda da funcionalidade devido aos efeitos da luz,
oxigénio, pH, umidade ou interagdo com outros componentes (GOMEZ-ESTACA et
al., 2015; YAO et al., 2015; PINHEIRO et al., 2016).

Esses sistemas também permitem incorporar a substancia bioativa em uma
concentracdo elevada, entregando o composto ativo a uma taxa controlada e
sustentada durante o transporte e no sitio especifico, propiciando sua atividade na
circulacao sistémica (SUN et al., 2012). Nesse sentido as nanoparticulas de carcuma
poderiam ser aplicadas tanto na industria de alimentos, como aditivo natural, e na
industria  farmacéutica devido as suas propriedades farmacolégicas
(RAVICHANDRAN, 2013; GHALANDARLAKI et al., 2014). Dessa forma, a formulacao
demonstra ter potencial aplicacdo em alimentos funcionais.

A nanotecnologia € um campo emergente e que possibilitara a criacdo de
sistemas inovadores de entregas de compostos lipofilicos, como é o caso da
curcumina, composto marjoritario da curcuma. Abordagens para melhorar a
biodisponibilidade estdo sendo estudadas para aumentar a concentracao plasmatica
e melhorar os processos de permeabilidade celular da curcumina por meio da
nanotecnologia (GHALANDARLAKI et al., 2014).

A zeina é a principal proteina de armazenamento presente no milho, possui
carater hidrofobico devido a sua composi¢cdo de aminoacidos (leucina, prolina e
alanina). Nao é utilizada para consumo humano direto, mas pode ser facilmente
convertida em nanoparticulas. Possui alta resisténcia térmica, capacidade de
revestimento, biodegradabilidade e biocompatibilidade, devido a isso, tem sido usada
em sistemas de liberacdo modificada. Além disso jA demonstrou a capacidade de
aumentar a biodisponibilidade oral do acido félico e resveratrol (PATEL et al., 2010;
PALIWAL; PALAKURTI, 2014; PENALVA, et al. 2016).
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Com base no exposto acima, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar a viabilidade
de desenvolver nanoparticulas de zeina contendo curcuma e avaliar a possivel

atividade antidepressiva.

3.2. Material e métodos
3.2.1. Preparagdo das nanoparticulas

A curcuma (Curcuma longa L) para preparacdo das nanoparticulas, foi adquirida
sob a forma de p6, da Cooperativa dos Produtores de Acafrdo de Mara Rosa-Goias e
foi mantida em temperatura ambiente a 25°C, em sacos de polietileno ao abrigo da
luz. As nanoparticulas de zeina contendo curcuma, foram preparadas na Universidade
Estadual do Centro-Oeste - UNICENTRO em Guarapuava-PR. As nanoparticulas
foram obtidas pelo método de disperséo liquido-liquido, descrito previamente por
Zhong, Tian e Zivanovic (2009), com base nas metodologias propostas com algumas
modificagdes. Primeiramente, 120 mg de zeina foram dissolvidas em 6 mL de solucdo
hidroalcoolica a 87%. Simultaneamente, 70 mg de curcuma foram dissolvidas em 7
mL de etanol, onde 2 mL dessa solucdo foi gotejada na solucdo de zeina obtida
anteriormente (contendo assim 20 mg de Curcuma). Essa fase organica resultante foi
adicionada gota a gota, sobre 32 mL de solucdo aquosa de caseinato de sédio a 1%,
sob agitacdo magnética moderada e constante e a temperatura ambiente, onde as
particulas foram formadas imediatamente. Apds 2 horas, sob agitacdo, parte do
solvente organico e parte da agua da dispersao coloidal foram removidas por
evaporacao moderada durante a agitacao.

A curcuma ndo encapsulada foi separada das nanoparticulas por meio de
ultracentrifugacao (14000 rpm, a 15°C, por 20 min) e o sobrenadante foi armazenado
para posterior analise. Finalmente, as nanoparticulas obtidas nessa etapa apdés
centrifugacéo foram ressuspensas com agua Mili-Q.

As nanoparticulas de curcuma foram mantidas em solucdo aquosa protegidas da

luz, sob congelamento até o momento do uso.

3.2.2. Caracterizacdo das nanoparticulas

3.2.2.1. Eficiéncia da encapsulacéo
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A quantidade de curcuma encapsulada nas nanoparticulas foi determinada por
CLAE (Waters 2695 Alliance - Milford, MA, USA). A fase movel foi composta de
metanol:etanol:acido acético (0,5%) na proporcéo de 70:27,5:2,5, eluida a 0,8 mL/min
em modo isocratico. As analises foram realizadas com detector PDA no comprimento
de onda de 417 nm. Utilizou-se uma coluna C18 (5Um e 25 cm). Uma curva de
calibracdo da curcuma em etanol foi construida utilizando os padrfes de 5, 10, 25, 30,
40 e 50 ug/ml. A eficiéncia de encapsulacéo foi calculada através de uma analise
indireta da Cudrcuma livre presente no sobrenadante obtida pelo processo de
centrifugacéo. Aliquotas do sobrenadante contendo a Curcuma livre forma diluidas
em etanol na proporcéo de 1:10, e analisadas por CLAE, através da seguinte equacao:

%EE = (Ct — Cs/Ct) x 100 (1)
Onde Ct=total de cdrcuma utilizada na formulagdo e Cs=curcuma presente no

sobrenadante, os ensaios forma feitos em triplicata.

3.2.2.2. Determinacdo do tamanho de particula, polidispersidade e
potencial zeta

O tamanho médio de particula e o indice de polidisperséao foram determinados

por espalhamento de luz dinamico (BIC 90 plus — Brookhaven Instruments Corp.,

EUA). As analises foram realizadas a uma dispersao angulo de 90° e uma temperatura

de 25 °C. Para cada amostra, o diametro médio de particula, polidispersidade e desvio

padrédo de dez medic¢des foram calculados (KHALIL et al, 2013). Para a caracterizacao

da superficie das nanoparticulas foi utilizado o potencial zeta, sendo este determinado

a partir da mobilidade na célula eletroforética (Nano ZS90, Malvern Instruments, UK)
a 25°C e um potencial de + 150 mV foi estabelecido.

3.2.2.3. FTIR
A caracterizacdo foi realizada por Espectroscopia Infravermelha por
Transformada de Fourier (FTIR) por Prestige-21 (Shimadzu). As amostras foram
homogeneizadas em pastilhas de KBr (brometo de potassio) e analisadas por
transmitancia na regido de 4000-400 cm-1 com resolucéo de 4 cm-1 e 32 varreduras
(STUART,1997).

3.2.3. Estudo in vivo
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O experimento foi realizado na Universidade Estadual de Campinas- Faculdade
de Odontologia de Piracicaba-SP. Foram utilizados 40 ratos machos Sprague-Dawley,
pesando entre 150 e 180 g no inicio do experimento, fornecidos pelo Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Biolégica na Area da Ciéncia em Animais de
Laboratorio (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas. Os animais chegaram
com um més de idade e passaram por um periodo de adaptacdo de uma semana (
equivalente a semana -3 do fluoxograma de delineamento experimental, figura 1). Os
procedimentos foram iniciados quando os animais atingiram dois meses de idade. Os
animais foram mantidos em gaiolas individuais e em sala climatizada (22 + 2 °C), com
ciclo claro/escuro de 12/12 h (luzes acendendo as 07:00 h). Receberam ragdo para
ratos Presence Nutricdo Animal® e foram divididos em 5 grupos experimentais (n=8
ratos/grupo):. Estresse cronico moderado e imprevisivel+nanoparticulas
(ECMI+NANO), Nanoparticula + Controle (NANO), Estresse crénico moderado e
imprevisivel + Veiculo (ECMI), Estresse crénico moderado e imprevisivel + fluoxetina
(ECMI+FLUOX), Controle + Veiculo (CONTROL) onde veiculo foi agua filtrada, a
mesma utilizada para ressuspender as nanoparticulas. Todos os procedimentos foram
aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de
Campinas (Processo CEUA n° 4595-1/2017) e estdo de acordo com as normas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).

A administracdo de nanoparticulas iniciou-se duas semanas antes da aplicacéao
do protocolo de estresse (equivalente a semana 1 do fluxograma de delineamento
experimental, figura 1). Durante o procotolo a administragdo ocorreu 3 vezes na
semana, no periodo da manh& antes do estimulo estressor, via gavagem, em um
volume que ndo excedia 2mL para cada 100g de peso corporal. A concentracao
utilizada foi de 10 mg kg* nanoparticulas de circuma, segundo o estudo de Shaikh
et al. (2009), sendo a mesma concentracdo utilizada para o grupo controle positivo

fluoxetina.
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Figura 1. Fluxograma de delineamento experimental

3.2.3.1. Protocolo de Estresse

Na 32, 42 e 52 semanas, 0s animais foram submetidos ao protocolo de estresse

cronico moderado e imprevisivel (ECMI), de acordo com as modificagfes de Neves et

al. (2009; 2012), a partir da metodologia descrita por Moreau (1997). O protocolo de

ECMI consiste na aplicacao de diferentes estimulos estressores ao longo de sete dias,

repetindo-se os procedimentos por trés semanas consecutivas (Tabela 2).
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Tabela 2. Protocolo de estresse crénico moderado e imprevisivel

Manha Tarde
Segunda-  8:00 — 9:00 h: imobilizagéo 13:00-14:00 h: Imobilizac&o
feira 18:00 h: lluminacgédo continua durante a noite

Terca-feira  8:00 — 9:00 h: imobilizagcéo 14:00 - 15:00 h: Imobilizacéo seguida de

privacdo de agua e comida durante 18 horas.

Quarta-feira 8:00 - 10:00 h: Teste de 14:00 - 15:00 h: Imobilizacéo
preferéncia a solucao de Pernoite em gaiolas com maravalha umida

sacarose 1%

Quinta-feira  8:00 — 9:00 h: Imobilizacao 13:00 - 14:00 h: Imobilizacéo

Privacao de agua durante 18 horas

Sexta-feira  8:00 — 10:00 h: Exposicdo 18:00 h: Ciclo claro/escuro invertido (até 08:00
a garrafas de aguas h da segunda-feira seguinte)
vazias.
11:00-12:00 h:

Imobilizacao

3.2.3.2. Avaliacdo de Anedonia - Teste de preferéncia a solucédo de
Sacarose 1%

A avaliacdo de anedonia, foi realizada por meio do teste de preferéncia a
sacarose, semanalmente, as 42 feiras, com intuito de avaliar se houve o
desenvolvimento de anedonia (perda da capacidade de sentir prazer). No dia anterior
ao teste, todos os animais foram privados de agua e comida durante 18 horas. O teste
consiste em oferecer aos ratos duas garrafas contendo 300 mL de agua, uma
contendo uma solucdo de sacarose 1% e outra contendo apenas agua filtrada. A
posicdo das garrafas foi determinada aleatoriamente. Apos 2 horas de exposicao, a

qguantidade de cada solugcdo consumida foi determinada por meio da pesagem das
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garrafas e a preferéncia pela sacarose foi calculada (100 x consumo de
sacarose/consumo total de liquido) (GRIPPO et al., 2002).

3.2.3.3. Teste da Natacdo Forcada (TNF)

Na 62 semana do protocolo experimental, os animais foram submetidos,
individualmente ao TNF, entre 08:00 e 12:00h, em um tanque de acrilico medindo
20cm x 20cm x 50cm com 30 cm de agua a 25°C. O teste consiste de uma pré sessao,
com duracdo de 15 minutos de natacdo e a segunda sessdo é a qual avaliamos o
comportamento de imobilidade. No dia seguinte, 24 horas ap0s a primeira sessao, 0S
animais sdo novamente submetidos a natacdo, nas mesmas condi¢des, durante 5
minutos (PORSOLT; LE PICHON;JALFRE, 1977).

O comportamento de cada animal foi analisado por um individuo treinado em
estudo cego, que assistiu aos videos com o auxilio de dois cronémetros, sendo um
utilizado para cronometrar os cinco minutos do teste e outro para avaliar a imobilidade,
e analisados o tempo significativo de mobilidade, nado e imobilidade. Foi considerado
como imobilidade a auséncia de nado ativo e pequenos movimentos realizados com

intuito de manter a cabeca fora da agua.

3.2.3.4. Andlise bioquimica

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo, ao final da 8% semana do
protocolo experimental. O sangue foi coletado em tubos com anticoagulante (EDTA e
heparina) e centrifugado para posteriores dosagens. As amostras foram congeladas
em ultrafreezer a -80°C.

A concentracdo plasméatica de corticosterona foi determinada pelo método
enzimatico-colorimétrico, por meio do uso de kit comercial Assay Designs® (Ann Arbor,
MI, USA).

3.2.4. Andlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software SAS(SAS/STAT, 2003)
versao 9.0 para Windows. Foi avaliada a homogeneidade da variancia e normalidade
utilizando os testes de Box-Cox e Shapiro-Wilk. Os dados foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e a diferenca entre os grupos foi testada usando o teste T de
tukey para comparacéo multipla das médias. Valores de p menores do que 0,05 foram

indicativos de significancia estatistica.
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3.3. Resultados e Discusséo
3.3.1. Caracterizacdo das Nanoparticulas
A tabela 3 mostra os valores de eficiéncia de encapsulacao, polidisperséo,
tamanho do diametro médio e potencial zeta das nanoparticulas formadas a partir de

zeina.

Tabela 3. Caracteristicas das nanoparticulas

Caracteristicas das

Nanoparticulas Valores
Eficiéncia da
nanoencapsulacéo (%) 100
Polidispersao (nm) 0,153
Diametro médio (nm) 221,2
Potencial Zeta (mV) -32,66

Considerando a eficiéncia da encapsulacéo, o alto valor obtido, 100%, (tabela
3), demonstrou que o método foi eficiente em associar a circuma na estrutura de
zeina. Eficiéncia de encapsulamento (EE) acima de 50% ja é considerado significativo
para substancias com caracteristicas lipofilicas e os valores podem variar dependendo
dos sistemas e processos aplicados (ZAMARIOLI, 2015). Baspinar et al. (2018),
durante a elaboracdo de nanoparticulas de zeina-quitosana carregadas com
curcumina observaram EE de 89%, dados que corroboram com o presente estudo,
indicando a alta eficiéncia da zeina no encapsulamento da clrcuma e seus
curcuminoides.

O material escolhido para revestir as nanoparticulas a zeina, pertence a um
grupo de proteinas extraidas do farelo de milho, as quais sé&o solUveis em alcool.
Classificadas em prolaminas, a superficie das suas moléculas possuem mais de 50%
de residuos de aminoacidos hidrofobicos, tornando-os insollveis em agua. A
incorporacdo de zeina em sistemas aquosos é feita pela preparacdo de
nanoparticulas dispersaveis, por dispersdo de uma solu¢do aquosa de etanol e zeina
na agua, onde a zeina precipita para formar nanoparticulas porque a mistura com um
conteudo reduzido de etanol torna-se um nao-solvente de zeina. O processo é usado
para encapsular varios compostos lipofilicos que sao co-dissolvidos na solucao
aguosa de estoque de etanol e co-precipitam com zeina durante a dispersdo em agua
(CHEN; YE; LIU, 2013, 2014; LUO; WANG, 2014).
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O tamanho de particula e a homogeneidade da distribuicdo de tamanho,
expressa como indice de polidispersao sao considerados uma das informac¢des mais
basica de nanoparticulas, sendo 0 meétodo mais comumente empregado € o
espalhamento de luz dinamica.

Como mostrado na tabela o valor do indice de polidispersdo encontrado foi de
0,153 nm, indicando a uniformidade das particulas relacionada a esse parametro e a
formacéo de sistemas monodispersos. Valores de polidisperséao entre 0,1 a 0,25 nm
indicam uma pequena distribuicdo de tamanho, ja valores superiores a 0,5 sdo
indicativo de alta distribuicdo de tamanho. A estreita distribuicdo do tamanho da
particula garante a homogeneidade das nanoparticulas (SCHAFFAZICK et al., 2003,
CHO et al., 2013).

O tamanho médio das particulas como mostrado na tabela 2 foi de 221,2 nm,
como esperado, ja que para nanoparticulas sao aceitados valores inferiores a 300 nm.
O tamanho médio de nanoparticulas de zeina, sdo de normalmente 100-200 nm,
corroborando com os dados encontrados nesse estudo.

A distribuicdo do tamanho e o tamanho médio das particulas, sao
caracteristicas importantes pois determinam o destino bioldgico e a capacidade de
direcionamento da nanoparticula. Também podem influenciar na estabilidade e
liberacdo do composto que estao carregados nas nanoparticulas (MOHANRJ; CHEN,
2006).

Para a caracterizacdo da superficie das nanoparticulas foi utilizado a medida
do potencial zeta, o qual € influenciado pelas mudancas na interface com o meio
dispersante, em razao da dissociacao de grupos funcionais na superficie da particula
ou da adsorcdo de espécies ibnicas presentes no meio aquoso de dispersédo
(MOHANRAJ;CHEN, 2006). As nanoparticulas de zeina, apresentaram valor de -
32,66 mV, indicando estabilidade nesse processo, uma vez que, elevados valores de
potencial zeta,acima (+/-) 30 mV, diminuem a possibilidade de agregacéao
(SCHAFFAZICK et al., 2003; MOHANRAJ & CHEN, 2006; CHO et al., 2013).

3.3.1.1. FTIR
A espectroscopia no infravermelho pela transformada de fourier foi feita a fim
de verificar se as caracteristicas estruturais da curcuma foram mantidas ap6s o

nanodimensionamento.
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Figura 2. Espectros de infravermelho de curcuma e nanoparticulas de zeina
contendo curcuma

A radiacao infravermelha é correspondente a parte do espectro eletromagnético
entre as regides do visivel e das micro-ondas, sendo a regiédo entre 4000 e 400 cm™
a de maior utilidade para analise de grupos funcionais de estruturas organicas, como
a da curcumina.

A FTIR tem alta velocidade de deteccao, capacidade de detectar varios tipos
de componentes, no entanto apresenta como desvantagem a nao identificacédo direta
dos grupamentos organicos, sendo isso realizado por meio de comparacgao dos dados
na literatura (SKOOG et al., 2002; ZHANG et al., 2015).

Os espectros de FTIR (Figura 2), mostraram bandas caracteristicas na regiao
de 3300-3410 cm? relacionadas as vibracdes do grupo OH livre do fenol. Bandas em
1640, 1645 e 1647 cm™ referem-se a vibragédo do grupo carbonila, e as bandas na
regido 1340-1470 cm™? sdo pertinentes as vibragbes C=C do anel aromatico e
elongacéo da ligagdo C-O. As bandas na regido de 1020-1155 cm™ s&o relativas ao
estiramento do grupo C-0 de éter e na regiao de 700- 900 cm-1 sao referentes a C-H

dos grupos alcenos.
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3.3.2. Experimento in vivo
3.3.2.1. Avaliagdo de anedonia

A anedonia foi avaliada por meio do teste de resposta a solu¢cdo de sacarose
1% (Figura 3).
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Figura 3. Resposta ao teste de preferéncia a solucao de sacarose. Controle: agua
filtrada; Nano: nanoparticulas de zeina contendo clircuma; ECMI: estresse crénico
moderado e imprevisivel+ agua; ECMI + fluox: estresse cronico moderado e
imprevisivel+ fluoxetina; ECMI + nano: estresse cronico moderado e imprevisivel+
nanoparticulas de zeina contendo curcuma. Os valores estdo apresentados em média
e * desvio padrdo. Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).

Os grupos submetidos ao estresse cronico moderado e imprevisivel
apresentaram reducao significativa (P <0,0001) no consumo de sacarose em relacao
aos grupos controle. O grupo controle apresentou preferéncia a solucdo doce 20%
maior que o0 grupo estresse + veiculo.

Apesar de ndo apresentar diferenca estatistica, 0 grupo nano mostrou uma
preferéncia de 10% maior pela solucdo de sacarose em comparagao ao grupo
estresse + nano. Os resultados demonstram que a redugéo hedbnica no teste de
preferéncia a sacarose, confirmam a hip6tese que o protocolo de estresse cronico

moderado e imprevisivel, induz ao comportamento de anedonia e ansiedade. Um dos
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principais sintomas da depressao em seres humanos é anedonia, ou seja, a reducao
do interesse ou prazer nas atividades diarias, sendo considerado um indicativo de
depresséao, corroborando com outros estudos (GRIPPO; JOHNSON, 2002; GRIPPO;
BELTZ; JOHNSON, 2003; WILLNER, 2005; GROSS; PINHASOV, 2016).

3.3.2.2. Teste de Natagéo Forcada

O teste de natacgdo forcada (TNF), foi realizado ap0s a finalizagéo dos estimulos
estressores do protocolo de ECMI, a fim de avaliar a imobilidade, comportamento

analago a depressdao em humanos (Figura 4).
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Figura 4. Periodo de imobilidade (segundos) em resposta ao teste de natacdo
forcada. Controle: agua filtrada; Nano: nanoparticulas de zeina contendo curcuma;
ECMI: estresse cronico moderado e imprevisivel+ agua; ECMI + fluox: estresse
cronico moderado e imprevisivel+ fluoxetina; ECMI + nano: estresse crbnico
moderado e imprevisivel+ nanoparticulas de zeina contendo curcuma. Os valores
estdo apresentados em média e * desvio padrdo. Letras iguais nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

O grupo controle apresentou menor tempo de imobilidade, (92,5 segundos)
como previsto, e ndo diferiu estatisticamente do nano (146 segundos). O grupo
ECMI+ fluox apresentou maiores valores de periodo de imobilidade com média de

233,7 segundos, seguido do grupo ECMI com 226 segundos. Esses resultados
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indicam que o ECMI desenvolve um comportamento semelhante a depressao, pois 0s
animais nao tentam fugir da situacao aversiva a qual sdo submetidos, refletindo em
menor periodo de nado ativo. O Grupo ECMI+ NANO, néo diferiu estatisticamente do
grupo nano e dos grupos ECMI e ECMI+ fluox, apresentando periodo de imobilidade
de 169,13 segundos. Os valores do grupo ECMI+NANO estdo inferiores aos
encontrados em outros estudos, evidenciando que, no presente estudo os animais
apresentaram maior tempo de nado ativo em relacdo aos demais grupos estressores,
mesmo nao apresentando diferenca significativa (HUANG et al, 2011; LIAO et al,
2013).

O TNF é um teste comportamental Gtil para avaliar antidepressivos em
camundongos e 0 mecanismo patoldégico da depressdo (PORSOLT; PICHON;
JALFRE, 1977). O tempo de imobilidade reflete 0 comportamento denominado de
desespero, similar ao desamparo aprendido como observado na depressdo em
humanos. A fim de investigar se a ingestdo de turmerona (composto ativo presente
na curcuma) via oral, poderia produzir mudancas crénicas no comportamento
relacionado a depressao, Liao et al (2013) em sua pesquisa, como metodologia
administraram o composto nas doses de 1,25, 2,5 e 5.0 mg/kg uma semana em ratos,
e posteriormente realizou o TNF, verificando significativa no periodo de imobilidade

nos animais que receberam o tratamento.

3.3.2.3. Corticosterona

Como mostrado na Figura 5, as nanoparticulas de zeina contendo curcuma
diminuiram significativamente os niveis de corticosterona sérica em ratos submetidos
ao ECMI.
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Figura 5. Efeitos do tratamento com nanoparticulas nos niveis séricos de
corticosterona em animais. Controle: agua filtrada; Nano: nanoparticulas de zeina
contendo curcuma; ECMI: estresse crénico moderado e imprevisivel+ agua; ECMI +
fluox: estresse cronico moderado e imprevisivel+ fluoxetina; ECMI + nano: estresse
cronico moderado e imprevisivel+ nanoparticulas de zeina contendo cdrcuma. Os
valores estdo apresentados em média e + desvio padréo. Letras iguais nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

O grupo ECMI, apresentou os maiores valores nos niveis séricos de
corticosterona 127 ng ml, diferindo estatisticamente dos outros grupos ao nivel de p
<0,05. O menor valor encontrado foi para o grupo controle, de 50, 22 ng ml, seguido
do grupo ECMI+ fluox com média de 67, 5 ng mlt. Os grupos ECMI+ nano e nano
apresentam valores de 68 ng mlt. Os dados indicam para esse biomarcador do
estresse as nanoparticulas apresentaram potencial efeito antidepressivo.

A interacdo entre os distirbios no sistema de serotonina, atividade anormal do
eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA), e a corticosterona exercem papel chave no
desenvolvimento da depressdo. Este horménio é produzido na glandula adrenal, em
ratos, denominado corticosterona, ele auxilia na regulacdo do metabolismo e interage
de maneira significativa com os receptores de 5-HT no cérebro nas situacdes de
estresse cronico. Desempenha também papel fundamental na resposta fisiolégica a
vérias situacoes estressantes (ALMADA; BORGES; MACHADO, 2014). A glandula
adrenal que libera a corticosterona, considerada o cortisol dos roedores, é a mesma
que realiza a regulacdo do HPA, por isso a forte associa¢do deste hormdnio com o

estresse. Em vitimas de suicidio que possuiam historico de depressao, os niveis de
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cortisol foram considerados elevados, sustentando sua interacdo na patogénese da
doenca (LEE et al., 2007; SILVA et al., 2006).

Podemos concluir que, os grupos tratados com fluoxetina ou nanopatrticulas de
zeina contendo curcuma e submetidos ao protocolo de ECMI, apresentaram reducao
significativa dos nives de corticosterona, apresentando resultados similares aos
grupos controle. O resultado indica que as nanoparticulas exerceram uma possivel
atividade antidepressiva semelhante a fluoxetina, regulando a corticosterona sérica,

normalizando assim a hiperatividade do eixo HPA.
3.4. Conclusdes

A zeina é um excelente agente encapsulante para obtencéo de nanoparticulas
contendo curcuma pelo método de disperséao liquido-liquido. Esse método permite a
obtencdo de nanoparticulas com pequenos tamanhos de particulas, baixa
polidispersdo e alta eficiéncia de encapsulacdo. O tratamento com as hanoparticulas
contendo cdrcuma (10 mg kg) evita a elevacdo dos niveis de corticosterona quando
comparado ao grupo estresse, resultado similar no grupo estresse fluoxetina foi

encontrado, indicado assim uma atividade da curcuma analoga ao antidepressivo.
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4. CONCLUSOES GERAIS

A utilizacdo de modelos animais na depressao, € fundamental para verificar a
eficacia de possiveis antidepressivos. No entanto, existe escassez de modelos
validados e também n&o ha consenso em um modelo “padrao ouro”. Mesmo com
essas limitagfes ha a necessidade de investigar os mecanismos de acdo da doenga
bem como a descoberta de novas substancias eficazes na redugéo dos sintomas ou
reducao dos riscos do desenvolvimento da depressédo. O ECMI e a Natacao Forcada,
diante de suas limitacdes, ainda sdo considerados bons modelos para avaliacdo de
antidepressivos, porém é necessario a manutencdo de uma boa reprodutibilidade
entre os laboratérios de pesquisa. Em relacdo a isso esse estudo verificou a
comprovacdo do protocolo de ECMI por meio da verificacdo do comportamento de
anedonia, e a utilidade do TNF, verificado pela imobilidade nos animais, para avaliar
possiveis agentes de origem natural eficazes na reducao dos sintomas depressivos.
Porém muitos alimentos apresentam baixa biodisponibilidade, e a nanoencapsulagéo
surge como uma alternativa. Nesse estudo a zeina, agente encapsulante utilizado
para obtencdo de nanoparticulas contendo curcuma pelo método de dispersao
liquido-liquido, mostrou-se como um bom material para essa técnica, com eficiéncia e
encapsulacdo de 100%. As nanoparticulas apresentaram boas caracteristicas
tecnoldgicas, indicando a viabilidade de sua producao por esse método. O tratamento
com as nanoparticulas contendo circuma 10mg kg evitou a elevacéo dos niveis de
corticosterona quando comparado ao grupo estresse, resultado similar no grupo
estresse fluoxetina foi encontrado, indicado assim uma atividade da circuma anéloga

ao antidepressivo.



